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RÉSUMÉ
Le canal calcique ECaC-IRPV5 est constitutivement actif lorsqu’il est
exprimé dans les ovocytes de Xenopus. Les mécanismes moléculaires
responsables de l’activation du canal ECaC-TRPV5 ne sont pas encore
connus même si des résultats récents rapportent que le canal TRPV6, un
canal apparenté à ECaC-TRPV5, est activé par la vidange des réservoirs
intracellulaires et modulé par la calmoduline. Nous avons proposé que le
canal ECaC-TRPV5 est constitutivement phosphorylé par la PKA ou la PKC
dans les systèmes hétérologues et que l’influx calcique déclenche l’activation
des phosphatases endogènes. Des sites consensus de phosphorylation par
la PKC (S144, S298, S654, S664, S698) et la PKA (S669, 1709) ont été
mutés en alanine et exprimés dans les ovocytes de Xenopus afin tester la
désensibilisation induite par le calcium. Les résultats préliminaires indiquent
que la phosphorylation par la PKC peut être impliquée dans le processus de
désensibilisation.
Par analogie avec les canaux ioniques à six segments transmembranaires,
ECaC-TRPV5 est probablement un canal calcique qui est fonctionnel sous
forme tétramérique. Nous avons proposé que les quatre répétitions
d’ankyrine situées dans la partie N-terminale du canal ECaC-TRPV5 sont
nécessaires pour l’assemblage fonctionnel des sous-unités. Les expériences
effectuées en immunobuvardage démontrent que la délétion des répétitions
d’ankyrine diminue l’expression membranaire du canal et que cette
diminution est proportionnelle au nombre de répétitions d’ankyrine délétées.
Nos résultats montrent toutefois que la délétion d’une seule répétition
d’ankyrine est suffisante pour inhiber l’expression fonctionnelle du canal.
Finalement, nous avons démontré avec le système double hybride dans la
levure, que les répétions d’ankyrine du canal ECaC interagissent ensemble,
ce qui suggère qu’elles jouent un rôle dans l’homotétramérisation.
xiv
Mots Clés : TRPV5; phosphorylation; PKA; PKC ; répétition d’ankyrine;
homotétramérisation
xv
ABSTRACT
ECaC-TRPV5 is a constitutively open channel when expressed in Xenopus
oocytes. The signaling mechanisms that control the activation of ECaC
TRPV5 remains largely debated despite early reports that the related TRPV6
channel is activated by store-depletion and could be modulated by
calmodulin. We postulated that ECaC-TRPV5 is constitutively
phosphorylated by either PKA or PKC in heterologous expression systems
and that Ca2 influx triggers the activation of endogenous phosphatases.
Consensus sites for PKA (S669 and T709) and PKC phosphorylation (S144,
S298, S654, S664, S698) have been mutated to Ala (“inactivated” mutant) in
single and multiple mutations. Mutant ECaC-TRPV5 channels have been
functionally expressed in Xenopus oocytes, tested for constitutive activation
and Ca2-induced desensitization. Preliminary data indicate that the PKC
phosphorylation could be involved in Ca-induced desensitization.
By analogy with 6TM channels, ECaC-TRPV5 is likely to form functional
homotetramers. We postulate that the four ankyrin repeats in the N-terminal
region of ECaC-TRPV5 are necessary for functional subunit assembly.
Deletion of the ankyrin repeats decreased the membrane expression of the
channel as assessed by Western blotting using the anti-c-myc antibody. The
membrane expression of ECaC-TRPV5 decreased with the number of
ankyrin repeats being deleted. Despite still being present at the membrane,
deletion of a single ankyrin repeat was sufficient to inhibit functional channel
expression. Using the yeast two hybrid assay, we have shown that the
ankyrin repeats interact with each other suggesting that they could be
involved in homotetramerisation.
xvi
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I. INTRODUCTION
1.1 L’homéostasie calcïque
La majeure partie du calcium (99%) dans le corps réside dans les os
et les dents sous forme insoluble, tandis que seulement 1% se retrouve sous
forme libre dans le milieu intra- ou extracellulaire. Le calcium dans les os et
les dents est majoritairement sous forme de sels de phosphate de calcium
(hydroxypatite, Ca10(P04)6(OH)2), alors que dans le plasma, 50% du calcium
est lié à des protéines circulantes et 50% du calcium existe sous sa forme
ionisée. La concentration plasmatique de calcium libre est maintenue
constante à 1.24mM.[1J La concentration intracellulaire de calcium ionisé est
de 0.1.tM.[2J II y a donc environ 10 000 fois plus de Ca2 à l’extérieur de la
cellule que dans le cytosol.
Le maintien de ce gradient est vital pour la survie de la cellule car le
Ca2 est un messager second ubiquitaire qui joue un rôle important dans de
nombreux processus physiologiques. En effet, il est impliqué dans le
développement et le contrôle de nombreuses fonctions cellulaires telles que
le couplage excitation-contraction dans le muscle, la libération d’hormones et
de neurotransmeffeurs, l’activation d’enzymes et l’expression de certains
gènes.
Le maintien de la concentration intracellulaire de Ca2 est réalisé par
de nombreux transporteurs de calcium, dont la pompe Ca2-ATPase et
l’échangeur NaICa2. Les Ca2-ATPases sont des pompes transportant le
Ca2 hors du cytoplasme d’une façon active en consommant donc l’énergie
fournie par l’hydrolyse de l’ATP. L’activité de la pompe calcique est stimulée
par le complexe Ca2-calmoduline.
7L’échangeur Nat’Ca2 consiste en un système de transport
bidirectionnel secondaire actif, ne consommant pas directement de l’ATP.
Dans les conditions physiologiques normales, le Ca2 sort de la cellule grâce
au Na qui y entre en suivant son gradient électrochimique.[3J
Une diminution du taux de calcium ionisé circulant (hypocalcémie)
provoque souvent des crampes (tétanie), un travail cardiaque systolique
moindre, une fonction réduite du ventricule gauche et une hypocalcémie
prolongée qui peut provoquer une déminéralisation (ostéoporose) pouvant
entraîner des fractures spontanées. Une augmentation de calcium ionisé
(hypercalcémie) peut provoquer le coma.
Deux systèmes contrôlent l’homéostasie calcique. Tout d’abord, le
système endocrinien surveille la concentration de calcium et sécrète des
hormones calciotropiques suite à une modification de la calcémie : les
cellules de la parathyroïde sécrètent la PTH (l’hormone parathyroïdienne),
les cellules C de la thyroïde sécrètent la calcitonine et les cellules rénales
produisent la 1 ,25(OH)2D3. Le second système est composé des tissus et
des organes effecteurs, tels que les os, les reins et l’intestin sur lesquels
agissent ces hormones. Ces tissus et organes modifient leur transport de
calcium.
Chez l’homme, la consommation quotidienne de calcium varie entre
300 et 1500 mg alors que la dose recommandée se situe à 800 mg/jour.
Environ 30% du calcium est absorbé dans l’intestin, cette absorption est
influencée par de nombreux facteurs, tels que l’âge, les niveaux de vitamine
D, la lactation, la gestation ainsi que par la présence d’autres nutriments.[4J
L’absorption du calcium s’effectue tout au long du duodénum et dans
le cécum de façon transcellulaire ou paracellulaire. L’absorption
transcellulaire du calcium comporte les étapes suivantes: le calcium diffusé
3passivement dans la cellule est acheminé à travers le cytoplasme vers la
membrane basolatérale où il est expulsé par transport actif à travers la
pompe PMCAIb et par l’échangeur NCX1. Lors de l’absorption
paracellulaire, le calcium ne pénètre pas dans la cellule, maïs traverse entre
les jonctions cellulaires grâce à un gradient de concentration de calcium.[5]
La majeure partie du calcium consommé n’est pas absorbée par
l’intestin, mais est directement excrétée par la voie fécale. Cette voie
d’excrétion du calcium est importante, mais n’est pas impliquée directement
dans le contrôle de la calcémie à court terme. Par contre, l’excrétion urinaire
du calcium peut varier et elle constitue une voie importante dans le maintien
de l’homéostasie calcique.
1.1.1 Le rein (le néphron : unité structurale du rein)
Les reins débarrassent le sang des déchets azotés et participent à
l’osmorégulation en réglant les concentrations sanguines de divers
électrolytes. Chez l’humain, les reins sont des organes pairs, ayant chacun la
forme d’un haricot, d’une longueur d’environ 10 cm. Le sang pénètre dans
chaque rein par l’artère rénale et le quitte par la veine rénale. Le rein humain
contient environ un million de néphrons (à peu près 80 km de tubules), qui
constitue l’unité structurale et fonctionnelle du rein. Le néphron est formé
d’un corpuscule rénal et d’un tubule rénal entouré de vaisseaux sanguins.
L’eau, l’urée, les électrolytes et les autres petites molécules présentes dans
le sang sortent des capillaires du corpuscule rénal et entrent dans le tubule
rénal, où le liquide s’appelle le filtrat.
L’extrémité du néphron qui reçoit le filtrat du sang, est nommé
glomérule rénal (ou capsule de Bowman). Cette capsule renferme un
bouquet de capillaires, le glomérule. La capsule glomérulaire rénale et le
glomérule forment le corpuscule rénal. A partir de la capsule glomérulaire, le
filtrat passe successivement par trois régions principales du tubule rénal : le
4tubule contourné proximal, l’anse de Henlé (une longue boucle aplatie
formée d’une partie descendante et d’une partie ascendante) et le tubule
contourné distal. Celle dernière portion du tubule rénal déverse son filtrat
dans le tubule rénal collecteur, qui reçoit le filtrat de nombreux autres tubules
rénaux.
Les capsules glomérulaires rénales, les tubules contournés proximaux
et les tubules contournés distaux se trouvent dans la zone externe du rein, le
cortex. Environ 80% des néphrons sont corticaux et ceux-ci sont caractérisés
par des anses de Henlé raccourcies qui sont presque entièrement confinées
au cortex. Les 20% restants sont des néphrons juxtamédullaires qui
possèdent des anses bien développées qui pénètrent dans la zone interne
du rein, la médulla.
5Bcwmans capsule
Figure I : Structure du néphron
Le néphron consiste en un corpuscule rénal et un tubule rénal entouré de
vaisseaux sanguins. En raison de la pression artérielle, l’eau et tous les
petits solutés du plasma sanguin des capillaires de capsules glomérulaires
se trouvent forcés de traverser la paroi de la capsule (Bowman’s capsule)
puis d’entrer dans la lumière du tubule rénal. Les flèches en vert indique la
direction du flux glomérulaire (glomerular fluid) dans le tubule rénal là où la
majorité des électrolytes sont réabsorbés. Les flèches en rouge indiquent la
direction du flux sanguin (blood flow). Adapté d’Ellison DH. et al. 2000.
Les néphrons équilibrent la composition du sang par la filtration, la
sécrétion et la réabsorption. La filtration glomérulaire s’effectue de façon non
sélective pour toutes les molécules dont la taille est inférieure à 3.5nm
(l’albumine, ayant un diamètre de 3.6nm, ne passe donc pas dans l’urine).
Alors il est important que les petites molécules essentielles à l’organisme
6retournent au liquide interstitiel et au plasma sanguin. On appelle la
réabsorption ce transport sélectif qui fait passer certaines substances du
filtrat dans le liquide interstitiel à travers l’épithélium du tubule rénal. Les
tubules contournés et l’anse de Henlé contribuent tous à la réabsorption,
ainsi que le tubule rénal collecteur qui reçoit le filtrat du tubule contourné
distal. Presque tous les glucides, vitamines et autres nutriments organiques
sont réabsorbés. Ce processus de réabsorption équilibre les concentrations
sanguines de divers électrolytes, tel que le calcium, réagissant ainsi aux
déséquilibres en amenant les reins à excréter une plus ou moins grande
quantité d’un type d’ion en particulier.[6J
71.2.2 La réabsorption du calcium dans le néphron
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Figure 2: Réabsorption rénale du calcium
60% du calcium filtré est réabsorbé de façon paracellulaire par les tubules
proximaux. 20% est réabsorbé de façon paracellulaire par le tubule
ascendant large. 10% est réabsorbé par les tubules distaux et 9% est
réabsorbé dans les tubules collecteurs de façon principalement
transcellulaire. Adapté d’Ellison DH. et al. 2000.
Les reins jouent un rôle majeur de régulation à court terme dans le
maintien de la calcémie ionisée alors que l’intestin et les os assurent
l’homéostasie à moyen et long termes. Dans des conditions normales,
environ 8g de Ca2 est filtré dans les glomérules chaque jour dont la majorité
(99%) est réabsorbée tout le long du néphron car seulement 1% est éliminé
par la voie urinaire. La réabsorption d’une plus grande quantité de calcium
(environ 60%) s’effectue d’une façon passive dans le tubule proximal selon la
$voie paracellulaire.[7] Une fraction moins importante du calcium, soit 20%,
est réabsorbée dans l’anse de Henlé. Ce phénomène implique à la fois des
voies transcellulaire et paracellulaire.[6, 8] Le tubule contourné distal et la
partie corticale du tubule collecteur sont responsables de 20% de la
réabsorption du calcium filtré. Dans ce cas, les mécanismes du transport de
calcium sont transcellulaires. C’est à ce niveau que les hormones (la PTH, la
vitamine D3 et la calcitonine) exercent leurs effets, ce qui permet au tubule
distal, un ajustement fin de la réabsorption tubulaire du calcium.[9J
1.1.3 Réabsorption paracellulaire
La réabsorption passive de calcium s’effectue par le passage du
calcium via la voie paracellulaire sous l’effet du potentiel électrochimique
transépithélial crée par la réabsorption du sodium et de l’eau qui est
indirectement régulée par l’angiotensine Il, la dopamine et le système u
adrénergique. Il existe donc un contrôle indirect du flux paracellulaire de
calcium et ce contrôle touche l’ensemble des phénomènes de réabsorption
et non seulement le transport du calcium.[10J
1.1.4 Réabsorption Transcellulaire
La réabsorption du calcium via la voie transcellulaire s’effectue
indépendamment de la balance sodique. Ce processus se produit en 3
étapes: Dans un premier temps, le calcium entre de façon passive dans la
cellule épithéliale via un canal calcique qui sera discuté en détail plus loin.
Dans le cytoplasme, le calcium se lie à des protéines de la famille des
calbindins (CaBP), ce qui facilite son transport vers la membrane
basolatérale accélérant ainsi la diffusion du calcium à travers le cytosol. La
protéine calbindin-D26 est localisée principalement dans les reins. Des
études ont démontré que cette protéine est sous le contrôle de la
1 ,25(OH)2D3, qui augmente la transcription du gène codant pour cette
protéine.
9Figure 3 Transport transcellulaire de calcium
Ce modèle proposé représente la réabsorption du calcium dans le tubule
distal du rein via la voie transcellulaire. Le calcium de la lumière tubulaire
entre dans la cellule par un canal calcique se trouvant à la membrane
apicale. Une fois dans la cellule, ces ions Ca2 sont pris en charge par des
protéines de liaison, les CaBP, qui permettent le transport du calcium de la
face apicale jusqu’à la face basolatérale. Au niveau de la membrane
basolatérale, l’échangeur Na/Ca2 (NCX1) et la pompe Ca2-ATPase
(PMCAIb) permettent l’extrusion des ions Ca2 vers la lumière les voies
sanguines. Adapté de Hoenderop J. et aI, 2000.
Finalement, à la membrane basolatérale, le calcium est expulsé hors
de la cellule vers le plasma, ce qui contribue à augmenter la calcémie. Deux
transporteurs sont responsables de cette expulsion la pompe Ca2-ATPase
(PMCA) et l’échangeur Na/Ca (NCX). L’échangeur Na/Ca échange 3 ions
sodium pour 1 ion calcium. Donc, suite à une augmentation de calcium de la
concentration intracellulaire de calcium, cet échangeur transporte le calcium
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vers l’extérieur de la cellule et contribue à la normalisation de la
concentration intracellulaire de calcium. La Ca2-ATPase utilise l’énergie
fournie par l’hydrolyse de l’ATP pour transporter le calcium contre son
gradient de concentration. Il existe 4 gènes codant pour la PMCA. L’isoforme
PMCAI b est principalement exprimé dans le rein et sa transcription est sous
le contrôle de la 1,25(OH)2D3.[11-15J
1.1.5 La Parathormone
La glande parathyroïdienne produit et secrète la parathormone (PTH)
en réponse à une diminution de la calcémie. La parathormone est un
polypeptide composé d’une chaîne de 84 acides aminés. Chez l’homme, le
gène code pour un peptide de 111 acides aminés, la Pré-Pro-PTH,
rapidement clivée en un peptide de 90 acides aminés, la Pro-PTH, et, enfin,
en PTH, qui est la molécule stockée et sécrétée. La PTH stockée n’est pas
intégralement sécrétée : une fraction variable de l’hormone intacte fait l’objet
d’un métabolisme intracytoplasmique.
La PTH circulante est un mélange d’hormone intacte et de fragments
provenant de la protéolyse de la molécule entière. Cette protéolyse se
produit dans les glandes parathyroïdiennes et les organes périphériques. La
PTH circule essentiellement sous deux formes: l’hormone intacte
biologiquement active et le fragment carboxy-terminal biologiquement inactif.
Une source importante de fragments circulants est constituée par le
métabolisme de la PTH par certains organes périphériques : le foie, le rein,
et l’os. Le rein joue un rôle essentiel dans le métabolisme de la PTH intacte
et des fragments circulants. La capture péritubulaire de la molécule intacte
permet son clivage en deux fragments, amino- et carboxy-terminal.
La concentration de calcium extracellulaire module directement la
sécrétion de PTH et la synthèse d’ARNm de PréproPTH par les cellules
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parathyroïdiennes. Ces cellules possèdent un récepteur pour calcium
(récepteur CaSR, récemment cloné par EM Brown 2002[16]). Le calcium
extracellulaire se lie au récepteur et inhibe la sécrétion de PTH.
En réponse à une hypocalcémie soutenue, l’augmentation de la
sécrétion de PTH fait appel à la mobilisation des réserves intracellulaires
d’hormones déjà synthétisées. Cependant, les réserves cellulaires ne
permettent d’assurer une sécrétion maximale que pendant 60 à 90 min. La
dégradation cellulaire de la PTH stockée varie en fonction de la calcémie.
Lorsqu’une hypocalcémie se prolonge au-delà de quelques heures,
l’augmentation de la sécrétion de PTH ne peut plus résulter de la seule
mobilisation des réserves hormonales existantes. En effet après plusieurs
jours d’hypocalcémie permanente, le nombre de cellules parathyroïdiennes
s’accroît, ce qui résulte en une prolifération cellulaire. [17]
Le récepteur (commun à la PTH et à son peptide apparenté, la PTHr)
lie les extrémités amino-terminales de la PTH. Il appartient à la superfamille
des récepteurs à sept segments transmembranaires liés à une protéine G.
Le récepteur de la PTH stimule, par l’intermédiaire de différentes protéines
G, plusieurs effecteurs, dont l’AC (adénylate cyclase) et la PLC
(phospholipase C). Les analyses de type Northern Blot montrent qu’il est
exprimé dans de nombreux tissus dont le foie et le rein, la peau et les zones
de croissance des os longs, les couches de chondrocytes, les ostéoblastes
et certaines cellules médullaires.
La parathormone joue un rôle essentiel dans le contrôle de la
calcémie en agissant à trois niveaux afin de maintenir l’homéostasie
calcique. Tout d’abord, elle augmente la réabsorption de calcium et
l’excrétion de phosphate par le rein. Ensuite, la PTH stimule la synthèse de
l’enzyme 25-hyd roxyvitamine D3- 1 u-hyd roxylase (1 Œ-HYD), cette enzyme
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convertit la 25(OH)D3 en son métabolite actif la 1 ,25(OH)2D3. Finalement, la
PTH agit directement sur le remodelage des os.
La PTH affecte le transport de sodium, de potassium, de bicarbonate,
d’hydrogène, de calcium et de phosphate au niveau du rein. Toutefois, son
effet sur l’absorption de calcium et sur l’excrétion de phosphate demeure le
principal mode de contrôle de la calcémie. En effet, la PTH induit la
réabsorption de calcium de deux manières. Premièrement, elle favorise la
réabsorption paracellulaire du calcium. Ce processus dépend de l’activation
du cotransporteur Na-K-2Cl. Ce cotransporteur génère un gradient
électrochimique qui induit la diffusion paracellulaire du calcium. La PTH en
se liant à son récepteur active l’adenylate cyclase tAC), ce qui génère de
l’AMPc (adénosine 3’,5’-monophosphate cyclique), qui active, par
l’intermédiare de la PKA, le cotransporteur. Deuxièmement la PTH favorise
aussi la réabsorption transcellulaire du calcium en activant la PKA (protéine
kinase A) et la PKC (protéine kinase C).[18-21]
Une diminution de la calcémie induit la résorption des os, ce qui libère
du calcium et du phosphate. Par contre, une augmentation de la
concentration de phosphate dans le sang est favorable à la formation des os
à partir de calcium et de phosphate, ce qui a pour effet de diminuer la
concentration de calcium extracellulaire. La résorption des os doit donc être
obligatoirement associée à une diminution de la réabsorption de phosphate
par le rein. Au niveau du rein, cette réabsorption s’effectue grâce au
cotransporteur Na/Pi. Des études ont démontré que la PTH pouvait induire la
dégradation de ce transporteur, ce qui a pour effet de diminuer la
réabsorption du phosphate. [22]
La vitamine D est d’abord métabolisée dans le foie en 25-(OH)-
vitamine D3, puis dans le rein, en son métabolite actif le 1 ,25(OH)2D3 par
l’enzyme 1Œ-HYD. La synthèse de cette enzyme est sous le contrôle de la
1,,
1-,
PTH. En effet, il a été démontré que les animaux ayant subi une
parathyroidectomie ne peuvent plus synthétiser la forme active de la vitamine
D (1 ,25(OH)2D3), par contre, l’administration de PTH à ces animaux induit la
production de 1 ,25(OH)2D3.[23]
Le clonage du promoteur de la 1Œ-HYD et des études sur celui-ci ont
révélé qu’il possédait un élément de réponse à la PTH (activation de la
transcription) ainsi qu’un élément de réponse à la 1 ,25(OH)2D3 (inhibition de
la transcription). De plus, le promoteur de la la-HYD contient de nombreux
sites de réponse à l’AMPc tels que des sites CRE («cAMP-responsive
element»), AP-1, AP-2 et SP-1. Ces sites pourraient être responsables de la
régulation par la PTH car, lorsque liée à son récepteur, la PTH induit la
production d’AMPc.[24]
Le remodelage osseux est un processus continu qui consiste en la
résorption des os, suivie de la synthèse d’une nouvelle matrice osseuse et
finalement sa minéralisation (formation des os). Les ostéoclastes et les
ostéoblastes font partie intégrale de ce processus continu. De plus, ces
cellules jouent un rôle important dans l’homéostasie calcique en contrôlant la
formation (diminution de la calcémie) et la résorption (augmentation de la
calcémie) des os. Des études ont montré que la PTH active la résorption et
inhibe la formation des os, ce qui a pour effet d’augmenter la calcémie. Les
ostéoclastes dégradent les os en sécrétant de l’acide chlorhydrique ainsi que
de nombreuses protéases qui dégradent le collagène de type I, un des
composants essentiels de la matrice osseuse.[25J En effet, trois heures
après l’administration de la PTH, une augmentation de l’activité métabolique
des ostéoclastes peut être observée et 24 heures après ce traitement, le
nombre d’ostéoclastes est augmenté, ce qui a pour effet de favoriser la
résorption des os et donc d’augmenter la calcémie.[26J
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La PTH affecte aussi l’activité des ostéoblastes, ces cellules
responsables de la formation des os. En effet, après un traitement à la PTH,
ces cellules changent de phénotype et de fonction : elles contrôlent
maintenant la résorption des os.[27] La PTH inhibe la synthèse du collagène
de type 1, stimule la synthèse de collagénase et stimule la production de
nombreuses cytokines par les ostéoblastes.[28] De plus, la PTH stimule la
production de ODF (Osteoclast Differentiation Factor») par les
ostéoblastes. Ce facteur augmente le nombre d’ostéoclastes et donc
augmente la résorption des os. [29]
Bref, la PTH sécrétée suite à une hypocalcémie, a plusieurs rôles
importants. Cette hormone augmente la réabsorption du calcium et
l’excrétion du phosphate au niveau du rein. Elle stimule la synthèse de
l’enzyme 1Œ-HYD et augmente la résorption des os. Tous ces effets ont pour
but de maintenir l’homéostasie calcique.
1.16 La vitamine D
La vitamine D (vitamine D3), contrairement aux autres vitamines, peut
être produite par l’organisme. Suite à une exposition aux rayons ultraviolets
du soleil, le 7-déhydrocholestérol, qui se trouve dans la peau, est métabolisé
en vitamine D. Cette vitamine est convertie en 25(OH)D3 dans le foie par
l’enzyme 25-HYD, puis est convertie en 1 ,25(OH)2D3 par l’enzyme la-HYD,
une enzyme rénale sous le contrôle de la PTH. La 1,25(OH)2D3, le
métabolite actif de la vitamine D, est une hormone stéroïdienne qui lie le
récepteur à la vitamine D (VDR) dans le noyau de certaines cellules et ainsi
peut contrôler la transcription de certains gènes. La vitamine D et ses
produits hydroxylés sont des molécules lipophiliques, peu solubles dans le
plasma. Elles circulent donc liées à des protéines DBP (ffvitamin D-binding
proteim)) . [30]
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La 1 ,25(OH)2D3 n’a un effet que sur les cellules exprimant son
récepteur, le VDR. Ce récepteur est retrouvé dans les cellules des glandes
parathyroïdiennes et comme l’injection de la 1 ,25(OH)2D3 par la voie
intraveineuse dimine la sécrétion de PTH, un effet de cette hormone sur la
sécrétion de PTH a été suggéré.[30J Des études subséquentes ont démontré
qu’en effet la 1,25(OH)2D3 inhibait la prolifération des cellules de la
parathyroïde en plus d’inhiber la sécrétion de PTH. [17, 31]
L’analyse du promoteur de la PTH révéla de nombreux éléments de
liaison au VDR (<Vitamin D receptor»), ce qui suggère que la 1,25(OH)2D3
inhibe l’expression du gène de la PTH.[32, 33] Le VDR est aussi retrouvé
dans les reins. Des études ont démontré que la protéine calbindine-D28 est
sous le contrôle de la I ,25(OH)2D3, qui augmente la transcription du gène
codant pour cette protéine.[34, 35] La vitamine D contrôle aussi la régulation
du gène codant pour le PMCA1b dans le rein. Elle inhibe le gène codant
pour lu-HYD. Des études de la région du promoteur de cette enzyme ont
montré une régulation positive par la PTH et une inhibition par la
1 ,25(OH)D. Il est intéressant de souligner que 1 ,25(OH)2D3 autorégule sa
production en inhibant la sécrétion de la PTH et la synthèse de l’enzyme la
HYD.[24, 36]
1.1.7 La calcitonine
La calcitonine et CGRP (f<calcitonin gene related peptide») sont des
hormones produites par épissage alternatif du transcrit du gène a
calcitonin/CGRG. La calcitonine est produite principalement par la thyroïde,
alors que la CGRP peut être produite par toutes les cellules qui expriment le
gène codant pour cette protéine. La calcitonine est une hormone de 32
acides aminés sécrétée par les cellules C de la thyroïde en réponse à une
hypercalcémie. Cette hormone a des effets opposés à ceux de la PTH, c’est
à-dire qu’elle stimule l’excrétion du calcium urinaire et diminue la
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réabsorption au niveau des os, ce qui a pour conséquence de diminuer la
calcémie.
La réabsorption du sodium s’effectue par un mécanisme
transcellulaire impliquant l’échangeur Na/H (NHE), le cotransporteur Na-K
2C1 (NKCC), et les canaux sodiques (ENaC). La calcitonine augmente
l’excrétion urinaire de sodium en inhibant l’échangeur Na/H, la pompe Na-K
ATPase ainsi que le cotransporteur NKCC.[37, 38]
Etant donné que la réabsorption du calcium est intimement liée à la
réabsorption du sodium (le principe de la réabsorption paracellulaire), une
inhibition de la réabsorption du sodium diminue la réabsorption du calcium et
ainsi augmente l’excrétion urinaire de calcium. De plus, la calcitonine inhibe
l’activité des ostéoclastes probablement par une voie de signalisation
impliquant l’AMPc.[38, 39]
Ces hormones calciotropiques permettent la réabsorption du calcium
dans le tubule distal du rein.
1.2 ECaC
Jusqu’en 1999, la nature moléculaire de la protéine responsable de
l’entrée du calcium dans le tubule distal n’était pas connue. En 1999, l’équipe
de Bindels a cloné par expression, un canal calcique à partir les cellules du
tubule distal du rein de lapin (Hoenderop 1999) qu’il a nommé ECaC
(«epithelial calcium channel»). Les résultats obtenus démontrent clairement
que l’ARNm qui code pour ce canal est très abondant dans le tubule distal.
Ce canal a par la suite été cloné par homologie dans notre laboratoire (voir
Matériel et Méthodes). Le clonage d’ECaC a permis d’avoir de nouvelles
opportunités afin d’étudier le processus de la réabsorption via la voie
transcel lu la ire.
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Il existe deux gènes de ECaC: ECaC1 et ECaC2 (ou CaTI) qui sont
transcrits à partir des gènes distincts situés sur le chromosome 7q35. ECaC2
est plutôt exprimé dans le petit intestin tandis que ECaC1 est exprimé dans
la partie apicale du tubule distal du rein, Il a été démontré que ECaC est
aussi exprimé dans les testicules, la prostate, l’estomac, le placenta, le
pancréas et le cerveau. ECaCJ et ECaC2 ont été clonés à partir de plusieurs
espèces dont le lapin, le rat, le souris et l’humain. Leurs séquences primaires
présentent environ 85% d’homologie dans la même espèce. [10, 34, 40J
1.2.1 Structure Moléculaire d’ECaC
L’ADN codant pour ECaC chez le lapin, contient 2190 nucléotides
codant pour une protéine de 83 kDa. Des analyses d’hydrophobicité
suggèrent une topologie de six segments transmembranaires (S1-S6) avec
une région semi-transmembranaire (la boucle entre S5 et S6) rappelant la
région du pore responsable du passage des ions. Par analogie avec les
canaux potassiques, sodiques et calciques dépendants du potentiel
membranaire qui sont composés de 4 domaines de six segments
transmembranaires, ECaC fonctionne probablement comme un tétramère
composé de quatre sous-unités séparés. Le N-terminal et le C-terminal du
canal sont cytoplasmiques.[9]
La structure secondaire de ECaC avec les six domaines TM
(transmembranaires) et les extrémités intracellulaires indique qu’il appartient
à la famille des canaux de type TRP(Transient Receptor Potentia!).
SI raceiIuat
Figure 4: Représentation schématique de la structure secondaire
proposée pour ECaC
Les cylindres représentent les segments transmembranaires (S1-S6). La
région présumée du pore est située dans la boucle semi-transmembranaire
entre S5 et S6. Le N-terminal et le C-terminal du canal sont cytoplasmique.
Adapté de Hoendetop et aI, 2000.
1.2.2 La famille TRP
Les canaux ioniques TRP chez les mammifères ont été nommé ainsi
à cause du rôle des canaux impliqués dans la phototransduction (système
visuel) chez la Drosophila melanogaster. Environ 21 gènes différents codent
pour les sous-unités de ces canaux ioniques. Il existe quatre sous-familles
des canaux TRP: TRPC (canonical), TRPV (vanilloid), TRPM (melastin) et
TRPP (PKD).[41]
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Figure 5 : Arbre phylogénique de la famille des TRP
Arbre phylogénique représentant les distances évolutives entre les
différentes protéines regroupées à l’intérieur de la super famille des TRP.
Seulement trois sous-familles (TRPV, TRPC et TRPM) sont présentées. Tiré
de Monteli C. et aI, 2002.
Comme nous l’avons déjà indiqué, la structure secondaire commune à
tous les canaux de type TRP est composée de six domaines 1M, la région
présumé du pore entre le S5 et le S6 et les extrémités intracellulaires. Un
domaine TRP composé de 25 acides aminés contenant la boîte TRP
(EWKFAR) est présente dans tous les canaux TRPC mais pas tous les
canaux TRPV ou TRPM. Le domaine amino-terminal des canaux TRPC et
TRPV contient des répétitions d’ankyrine. li y a la présence d’une région
PAM Un
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riche en proline dans le domaine carboxy-terminal des canaux TRPC et
TRPM. [42-45]
TRPC1 TPPVE TRPM2 TRPM7
canaux TRP
Les canaux de la famille TRP sont formés de six segments
transmembranaires avec la région présumée du pore se trouvant entre les
segments S5 et S6 et un domaine TRP (sauf les TRPV) dans leur queue
carboxy-terminal. Les sous-familles TRPC et TRPV possèdent dans le N-
terminal des répétitions d’ankyrine. Tiré de Clapham et ai, 2002.
Contrairement aux canaux voltage dépendant (ex: familles Ca et
Na), les canaux TRP ne sont pas activés par la dépolarisation de la
membrane. Très souvent, l’activité de ces canaux est induite par la liaison
d’un agoniste à son récepteur. Cette liaison peut induite directement
l’ouverture de canaux ou indirectement, en induisant d’abord une voie de
signalisation qui à son tour induit l’ouverture des canaux.
Plusieurs voies d’activation des canaux TRP ont été proposées,
(Figure 7) parmi lesquelles les récepteurs couplés aux protéines G et les
récepteurs à activité tyrosine kinase.
Figure 6: Représentation schématique de la structure secondaire des
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Figure 7 : Cascade de signalisation des canaux TRP
Les canaux de type TRP peuvent être activés par les récepteurs couplés aux
protéines G ou par les récepteurs à activité tyrosine kinase. La stimulation de
ces récepteurs conduit via différents messagers seconds à l’activation des
canaux TRP. Adapté de Vennekens et aI, 2002.
La liaison d’un agoniste sur le récepteur à activité tyrosine kinase
induit une dimérisation et une autophosphorylation des récepteurs, ce qui
amène son activation. Une fois activés, les récepteurs tyrosine kinase
servent de point d’ancrage à certaines protéines effectrices, comme la PLC.
D’un autre coté la liaison d’un agoniste sur un récepteur couplé à une
protéine G, active cette protéine en provoquant l’échange d’un GDP
(guanosine 5’-diphosphate) pour une GTP (guanosine 5’ triphosphate) sur la
sous-unité cx. Suite à cet échange, la sous-unité cx se dissocie de la sous-
unité f3y. Chacune des sous-unités agit spécifiquement sur des protéines
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effectrices. Ainsi, un récepteur couplé à une protéine G active l’AC et permet
ainsi l’augmentation d’AMPc. Tandis qu’un récepteur couplé à une protéine
de la famille Gq active la PLC. La PLC hydrolyse le PIP2 (phosphatidylinositol
4,5-biphosphate) en lP3 (inositol-1 ,4,5-triphosphate) et en DAG (sn-1 ,2-
diacylglycérol). L’lP3 hydrosoluble, agissant comme un messager second,
diffuse à travers le cytoplasme vers le réticulum endoplasmique dont il
stimule la libération d’ions calciques en se liant à son récepteur-canal 1P3R
ce qui permet son ouverture. Cette vidange calcique stimule l’ouverture de
certains canaux TRPC. [46, 47]
En ce qui concerne le DAG, en étant lipophile, il est contraint de rester
au niveau de la membrane plasmique où il agit comme messager second en
activant la PKC (protéine kinase C) en présence de PS (phosphatidylsérine)
et de calcium. Cette enzyme membranaire phosphoryle à son tour et module
ainsi l’activité d’autres canaux TRP.[46]
Le canal calcique ECaC appartient à la famille des TRPV et de ce fait
il est appelé ECaC-TRPV5. Cette sous-famille contient 5 membres
(TRPV1 ,2,4,5,6) divisés en trois groupes. Les mécanismes d’activation des
canaux TRPV, anciennement connue sous le nom de « Osm-9-like », en
référence aux protéines sensorielles OSM-9 de C. elegans, ne sont pas
encore bien déterminés. TRPV1 est le canal ionique le plus étudié et le
mieux compris dans cette sous-famille. Il est sensible à la capsaïcine, à la
chaleur et ainsi il est impliqué dans le processus de la douleur. Les autres
membres de cette sous-famille peuvent être activés par divers stimuli dont
les lipides, les phorbols, la phosphorylation, l’osmolarité ou le calcium
extracellulaire.[42, 44, 48]
En ce qui concerne le TRPV5 (ou ECaC), les mécanismes d’activation
et de régulation de ce canal ne sont pas encore connus. Par contre, des
études récentes ont démontré que ECaC est étroitement régulé par la
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vitamine D3. Avec son récepteur nucléaire VDR, la vitamine D3 est impliquée
dans l’augmentation de la transcription du gène ECaC. En effet, l’analyse du
promoteur du gène de ECaC révéla de nombreux éléments potentiels de
réponse au VDR. D’autres études ont indiqué (chez les souris VDRj une
augmentation de l’excrétion du calcium qui serait causée par la diminution du
niveau d’expression des transporteurs impliqués dans les mécanismes
d’entrée du calcium au niveau apical du tubule distal. [35, 49, 50]
Plusieurs études ont été effectuées sur le canal calcique ECaC
TRPV5 afin de comprendre son importance dans la réabsorption du calcium
et son fonctionnement. L’équipe du Dr Bindels a dernièrement démontré par
l’étude des souris transgéniques que l’ablation du gène rénal ECaC-TRPV5
(TRPV5 -I-) conduit à une hyperabsorption intestinale du calcium et à une
déformation de la structure du tissu osseux. Etant donné que le rein
réabsorbe moins de calcium filtré, le calcium requis est récupéré grâce une
augmentation de l’absorption du calcium au niveau intestinal et une
diminution de la formation des os. Ces résultats démontrent ainsi
l’importance du canal ECaC-TRPV5 dans la réabsorption rénale du calcium
et son rôle primordial dans l’homéostasie du calcium. [51, 52]
1.3 Études moléculaires au niveau du pore
1.3.1 Les sites moléculaires responsables de la perméabilité calcique de
ECaC
Les premières expériences effectuées dans notre laboratoire visaient
à caractériser au niveau moléculaire la région du pore. [53]. Les résultats
obtenus suite à la caractérisation électrophysiologique de ECaC dans les
ovocytes de Xenopus Iaevis indiquaient que le canal présente une très haute
affinité pour le calcium extracellulaire dans une solution de cations (Li)
monovalents (lC50= 2.2 ± 0.4 jiM) et une affinité plus faible pour le
magnésium (lC50= 235 ± 35 jiM). Au niveau moléculaire, les expériences ont
démontré que le résidu D542, retrouvé à l’intérieur de la région présumée du
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pore, était responsable de l’affinité du canal pour les ions calcium et
magnésium extracellulaires. Comparativement au canal ECaC de type
sauvage, l’affinité pour les ions calcium du canal portant la mutation D542N
était grandement diminuée ce qui a suggéré que, ce résidu acide avec une
chaîne latérale polaire, possède les caractéristiques qui permettent la liaison
des ions calcium avec une haute affinité. De plus, les diverses mutations
effectuées sur le résidu D542 (D542E, D542A et D542G) entraînaient des
modifications de l’affinité calcique, ce qui suggère que le volume, la charge
et la polarité de la chaîne latérale de cet acide aminé, sont des
caractéristiques déterminantes dans le mécanisme de sélectivité calcique du
canal calcique ECaC. [53]
Etant donné que la topologie membranaire du canal calcique est
similaire à celle proposée pour les canaux calciques dépendants du voltage
avec six segments transmembranaires (SI à S6) incluant une courte région
hydrophobique entre les segments S5-S6, correspondant à la région
présumée du pore, il a été suggéré que le filtre de sélectivité pour les ions
calcium dans le canal ECaC est constitué d’un anneau formé de quatre
résidus chargés négativement, dans une structure tétramérique,
semblablement au canaux calciques dépendant du potentiel
membran aire. [53]
1.3.2 La structure secondaire du pore de ECaC est similaire au canal
KcsA : études de SCAM (Substituted Cysteine Accessïbility Method)
La suite de l’étude sur le canal calcique ECaC-TRPV5 avait comme
but d’étudier la structure secondaire de la région du pore. Lorsque la
structure cristalline des protéines membranaires n’est pas encore obtenue, la
méthode de SCAM est très souvent utilisée afin d’étudier les caractéristiques
structurales de ces protéines membranaires. Brièvement, le SCAM consiste
à introduire des résidus cystéines à différentes positions dans la région du
pore de la protéine canal et de tester l’accessibilité de ces positions à
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différents réactifs MTS solubles dans l’eau (MTSET, MTSEA, MTSES).[54,
55J
Les expériences de SCAM sont utilisées afin d’identifier les résidus
dans la région du pore qui sont accessibles à l’eau ce qui permet de
déterminer la topologie du vestibule externe. Dans le canal ECaC-TRPV5, 44
résidus de cystéine ont été introduits par mutagenèse dirigée, dans la région
présumée du pore (à partir de la fin du segment S5, jusqu’au début du
segment S6). 15 résidus sur 44 ont réagi aux réactifs MTS, suggérant ainsi
que ces résidus sont accessibles au milieu aqueux. [56]
1.4 Sites potentiels de régulation de ECaC
Contrairement aux canaux IRPV1-4 qui sont activés en réponse aux
stimuli externes, ECaC-TRPV5 est un canal constitutivement actif lorsqu’il
est exprimé dans les ovocytes de Xenopus et les cellules HEK-293. [57, 58]
Jusqu’à présent, nous ne connaissons pas les stimuli qui contrôlent
l’activation du canal ECaC-TRPV5. Mais la structure du canal permet
d’identifier des sites potentiels qui peuvent être impliqués dans la régulation
de l’activité: les sites consensus de phosphorylation par la PKA et PKC, les
répétitions d’ankyrines et les motifs PDZ.
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Figure 8: Représentation de la structure du canal calcigue ECaC
TRPV5 avec les sites potentiels de régulation
Le canal possède dans la partie amino-terminal quatre répétitions d’ankyrine
(A) et deux motifs PDZ dans les deux extrémités. Les cercles jaunes
représentent les sites potentiels de phosphorylation par la PKC (C pour PKC)
et les cercles rouges représentent les sites potentiels de phosphorylation par
la PKA. Adapté de Hoenderop, Nilius, Bindels. Ann. Rev. Physiol. 64: 529-
49, 2002.
1.4.1 Le rôle de la phosphorylation
La régulation des canaux ioniques par la phosphorylation
intracellulaire est un processus très important qui contrôle une grande variété
de fonctions cellulaires. Plusieurs classes de canaux ioniques, incluant les
canaux calciques, sodiques et potassiques sont régulées par la
phosphorylation. [59]
Les mécanismes les plus communs impliquent une phosphorylation
des canaux ioniques soit via la PKA ou soit via la PKC. La phosphorylation
PDZ PDZ
C C
C
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par la PKA et la PKC sur les résidus sérine et thréonine change les
propriétés des canaux en modifiant la cinétique d’activation et/ou le nombre
de canaux actifs à la membrane plasmique.[60]
Malgré un grand nombre d’études effectuées sur la relation entre la
fonction et la phosphorylation des canaux ioniques, on comprend encore mal
le rôle de la phosphorylation sur la fonction des canaux en conditions
physiologiques. Par contre, il a été démontré que la stimulation de la PKA
induit une augmentation globale du courant calcique cardiaque de type L
ainsi que les courants calciques de divers neurones, centraux ou
périphériques.[61, 62] Les effets de la PKA et la PKC ont aussi été étudiés
sur les canaux calciques exprimés à partir d’ARN tissulaire dans les
ovocytes de Xenopus. L’injection d’ARN de coeur de rat conduit à
l’expression de canaux de type L lorsque stimulés à la fois par la PKA et la
PKC.[63-65J Les canaux L musculaires squelettiques sont aussi régulés par
la PKA, il a été montré que la facilitation du courant calcique observée lors
de stimulations répétitives, requiert une étape de phosphorylation par la
PKA. [66, 67]
Les protéines kinases A et C régulent aussi d’autres canaux ioniques
et transporteurs comme l’échangeur Na/H de type 3 (NHE3), le canal
CFTR («cystic fibrosis transmembrane conductance regulator») et le canal
potassique ROMK. La phosphorylation des sous-unités f3 et y du canal
épithélial sodique (ENAC) par la PKC est impliquée aussi dans la régulation
de ce canal.
Les motifs consensus de la phosphorylation par la PKA ([RKJ-xx-[STJ)
et par la PKC ([STJ-x-[RKJ) sont retrouvés au niveau de la structure primaire
du canal. Deux sites potentiels de phosphorylation par la PKA (S670 et
T709) se retrouvent dans la région carboxy-terminale de ECaC-TRPV5 alors
que les résidus S144, S298, S654, S664 et S698 seraient des sites
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potentiels de phosphorylation par la PKC. Jusqu’à présent aucune étude n’a
été effectuée sur ces sites de phosphorylation. Etant donné que la
réabsorption du calcium dans le tubule distal du rein est régulée par
différentes hormones qui stimulent G et Gq, cette stimulation peut
directement ou indirectement réguler le canal ECaC-TRPV5 via les protéines
kinases A et C. ECaC-TRPV5 pourrait être modulé par la PKC
semblablement à certains canaux de type TRP.
1.4.2 Les répétitions d’ankyrine
La présence des répétitions d’ankyrine dans le N-terminal constitue
une des plus importantes caractéristiques des canaux TRPC et TRPV. Les
répétitions d’ankyrine ont été identifiées en 1987 dans la séquence de
protéines régulatrices (Swi6p et CdclOp) dans le cycle cellulaire de la levure
par Breeden et Nasmyth. Par la suite, 24 copies de ce motif de 33 aa ont été
découvertes dans la séquence de la protéine ankyrine, une protéine du
cytosquelette, expliquant son nom.[68-70]
Les ankyrines forment une famille de protéines qui possèdent des
sites de liaison pour les protéines du cytosquelette et les protéines
membranaires comme la clathrine, la spectrine, l’échangeur anionique des
érythrocytes et le canal sodique voltage dépendant.[71-76J Trois gènes
codant pour l’ankyrine ont été identifiés chez les mammifères qui expriment
tous une protéine avec la même organisation moléculaire.[72, 73]
Les répétitions d’ankyrine sont impliquées dans une grande variété
d’activités biologiques et elles ont été identifiées dans plusieurs organismes.
En effet, ce motif de 33 acides aminés a été trouvé dans plus de 400
protéines incluant des canaux ioniques, des enzymes, des toxines et des
facteurs de transcription. [73, 77]
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Ces molécules sont présentes dans le noyau, le cytoplasme et le
milieu extracellulaire. Le nombre des répétitions varie énormément d’une
protéine à une autre. Les répétitions d’ankyrine sont impliquées dans
plusieurs fonctions cellulaires via des interactions protéine-protéine comme
l’intégrité du cytosqueleffe, la régulation du transport ionique, la signalisation
cellulaire, l’initiation de la transcription et la régulation du cycle cellulaire.[77J
La séquence primaire de la majorité des répétitions d’ankyrine
correspond à la séquence suivante:
GxTP LHxAAxxGHxxxV/AxxLLxxGAxxN/Dxxxx. La structure tertiaire des
répétitions d’ankyrine est formée de deux hélices a séparées par un feuillet
13. C’est au niveau des feuillets f3 que les interactions avec des protéines
cibles s’effectuent. Contrairement aux motifs SH2 et SH3, il n’y a pas de
séquence spécifique ou de motif structural pour la liaison des répétitions
d’ankyrine. En plus, les répétitions d’ankyrine d’une protéine donnée ne se
lient pas spécifiquement à une seule classe de protéine cible. Etant donné la
diversité de leurs fonctions biologiques, elles peuvent se lier à plusieurs
protéines cibles.
Comme la majorité des canaux de type TRP, il existe quatre
répétitions d’ankyrine dans le début du N-terminal du canal ECaC-TRPV5. Il
a été démontré que l’ankyrine empêche la relâche calcique à partir des
réserves intracellulaires en inhibant le récepteur à l’lP3 et le récepteur à la
ryanodine, qui jouaient un rôle important dans l’activation des canaux TRP.
Etant donné que les répétitions d’ankyrine sont très conservées dans la
majorité des membres de la famille TRP, il a été suggéré que probablement
ce motif joue un rôle essentiel dans la fonction des canaux TRP.[78-80J De
plus, les répétitions d’ankyrine peuvent aussi être impliquées dans
l’assemblage des sous-unités. ECaC-TRPV5 étant un oligomère formé de 4
sous-unités, ce motif pourrait permettre l’interaction des sous-unités afin de
former une protéine fonctionnelle.[81]
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Les hélices u sont séparées par des feuillets f3. Certains résidus des feuillets
f3 contribuent à la stabilisation de l’interaction avec la protéine cible.
1.5 La technique double-hybride chez la levure
Les interactions de type protéine-protéine jouent un rôle crucial dans
la plupart des processus biologiques. Parmi les approches expérimentales
permettant de caractériser de telles interactions entre partenaires protéiques,
l’une des plus performantes est actuellement représentée par le système de
double hybride développé dans la levure Saccharomyces cerevisiae. Cette
technique a été mise au point en 1989, par deux chercheurs américains,
Figure 9: Modèle structural des répétitions d’ankyrine de ECaC-TRPV5
obtenu par homologie
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Stanley Fields et Ok-Kyu. Le principe du système repose sur l’utilisation des
propriétés de nombreux facteurs transcriptionnels des eucaryotes. Ces
dernières présentent, en effet, deux domaines fonctionnels distincts : un
domaine capable de se lier à l’ADN au niveau des séquences spécifiques, un
autre domaine capable d’activer la transcription. En utilisant la propriété
modulaire de ces facteurs transcriptionnels, il est possible de mettre en
évidence une interaction entre deux protéines X et Y par expression dans la
levure de deux molécules hybrides fusionnées respectivement au domaine
de liaison a l’ADN et au domaine d’activation transcriptionnelle.[82, 83]
À l’origine, le système mis au point utilise la protéine Gal4, qui est
présente naturellement chez la levure. Le rôle de Gal4 est d’activer différents
gènes intervenant dans le métabolisme du galactose en se fixant sur des
séquences appelées UASG (upstream actïvating sequence GAL»), régulant
ainsi la transcription des gènes. Séparément chaque molécule hybride est
incapable d’induite dans la levure une activation de la transcription des
gènes rapporteurs (il s’agit du gène bactérien LacZ et du gène de levure
HIS3) placés sous le contrôle de séquences nucléotidiques spécifiques.
La souche rapportrice utilisée possède les gènes rapporteurs HIS3 et
LacZ dont le promoteur est placé sous la dépendance de séquences
capables de lier spécifiquement le domaine de liaison à l’ADN de Gal4.
L’interaction des deux protéines X et Y va permettre le rapprochement des
deux domaines fonctionnels et l’activation de la transcription des gènes
rapporteurs. La mise en évidence de l’interaction se traduit dans la levure
par l’activation du gène LacZ révelée par l’expression de l’activité de la 3-
galactosidase et l’activation du gène HIS3 qui va conférer aux levures la
capacité de pousser sur un milieu de culture dépourvu d’histidine.
La technique du double hybride est très souvent utilisée pour cribler
une banque d’ADNc afin de déterminer des protéines interagissantes avec la
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protéine d’intérêt. Ultérieurement des variantes de ce système ont été
développées. L’une d’entre elles consiste à remplacer le domaine de liaison
à l’ADN de Ga14 par celui du répresseur Lex A des gènes SOS d’E col!.
Cette variante nécessite l’utilisation d’une souche rapportrice dont les gènes
rapporteurs sont alors placés sous la dépendance de sites capables de lier
spécifiquement la protéine Lex A. De la même façon, le domaine d’activation
Ga14 peut être indifféremment remplacé par d’autres types d’activateurs
transcriptionnels et notamment le domaine d’activation de la protéine VPI6
du virus de l’Herpes simplex. Cette technique génère également de
nombreux faux-positifs et pour confirmer l’interaction observée par le
système du double hybride, on utilise par la suite d’autres systèmes comme
la co-immunoprecipitation ou la chromatographie d’affinité.
transcription
GAL UAS I promoteur minimal ‘3g reporteurs
Figure 10: Le principe du système du double hybride
La première étape de la réponse de GAL-4 consiste à la liaison du domaine
de liaison à l’ADN de GAL-4 (DNA-BD) à une séquence activatrice GAL-UAS
(UASG pour «upstream activating sequence GAL»), en amont des gènes
rapporteurs. Par la suite, le domaine d’activation de GAL-4 (AD) vient se lier
ce qui enclenche la transcription des gènes rapporteurs, donc la réponse de
GAL-4.
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L6 Hypothèse de travail
Le but principal de ce travail de maîtrise était d’étudier la régulation du
canal calcique ECaC-TRPV5 par la phosphorylation et les répétitions
d’an kyri ne.
Il a été démontré que dans les cellules isolées du tubule distal du rein
de lapin, la réabsorption du calcium via la voie transcellulaire est régulée par
la PTH via l’activation de la PKA.[84J Il est aussi connu que la PTH
augmente les niveaux intracellulaires d’AMP cyclique et stimule la PKC.[85-
87] La structure moléculaire de ECaC-TRPV5 présente des sites potentiels
consensus de phosphorylation par la PKA et la PKC. Il est constitutivement
actif lorsqu’il est exprimé dans les ovocytes de Xenopus et le canal se
désensibilise lorsqu’il est exposé au calcium. En se basant sur ces faits,
nous avons proposé que ECaC-TRPV5 est constitutivement phosphorylé
sous nos conditions expérimentales et l’augmentation intracellulaire de
calcium via ECaC-TRPV5 active des phosphatases dépendant du calcium
qui à leur tour viennent déphosphoryler le canal, ce qui conduit au
désensibilisation du canal.
Quatre répétitions d’ankyrine sont présentes dans le N-terminal du
canal ECaC-TRPV5. La délétion des répétitions d’ankyrine dans TRPV4
abolit complètement des courants activés par la chaleur lorsque exprimé
dans les cellules CHO et HEK-293.[88J Sachant l’implication des répétitions
d’ankyrine dans les interactions protéine-protéine et leur rôle dans
l’assemblage des canaux ioniques, nous avons étudié dans un deuxième
temps, par délétion de ce motif et à l’aide du système double-hybride,
l’implication de ces répétitions dans l’expression fonctionnelle de ECaC
TRPV5.
II. MATÉRIEL ET MÉTHODES
11.1 Expression et caractérisation fonctionnelle de ECaC-TRPV5
sauvage et des mutants
11.1.1 Sous-clonage de ECaC-TRPV5
Le canal calcique ECaC-TRPV5 (GenBankTM AJI 33128) a été obtenu
par Hélène Klein, Ph. D, après une transcription inverse de l’ARNm
provenant du tubule distal de rein de lapin, tel que décrit précédemment [53].
L’ADN a été cloné dans le vecteur pT7TS (généreusement fourni par Dr Paul
A. Krieg, University of Arizona, Phoenix) en utilisant l’exonucléase III. Le
vecteur pT7TS est une copie modifiée du vecteur pGEM-4Z (Clontech, Palo
Alto, CA) qui contient les régions non transcrites 5’ et 3’ de l’ARNm du gène
de la -globine de Xenopus iaevis, lequel assure une expression optimale de
la protéine-canal dans les ovocytes. Pour nos expériences
d’immunobuvardage, le canal a aussi été sous-cloné dans le vecteur pCMV
Tag5A (Stratagene, LaJolla, CA) entre les sites Noti et Hindi!!, ce qui permet
l’expression fonctionnelle du canal dans les cellules de mammifères et dans
les ovocytes de Xenopus !aevis afin de faire des études d’immunobuvardage
grâce à l’épitope c-myc présent dans le vecteur.
Globin 5’ Globin 3’
Figureli: Représentation des plasmides utilisés pour le sous-clonage
de ECaC
ECaC ECaC
11.1.2 Mutagenèse dirigée par PCR (<fpolymerase chain reaction»)
Les mutations ponctuelles et multiples S144A, S298A, S654A, S664A,
S698A, S669A, T709A, 78Nhel-ll2Nhel, 78Nhel-l5ONhel, 78Nhel-l87NheI
(c’est-à-dire la création du site de restriction NheI) ont été réalisées avec la
trousse commerciale « QuickChange® XL Site-Directed Mutagenesis »
(Stratagene, LaJolla, CA) en suivant les directions du manufacturier. Deux
oligonucléotides de 39 à 45 nucléotides de longueur (sens et antisens), sont
utilisés pour introduire les mutations. L’ADN parental non-muté a été par la
suite, digéré par l’enzyme de restriction Dpn I qui clive les sites de
méthylation des résidus adénine (N6-metyladenine). L’ADN muté a été
transformé dans les bactéries XL-Gold utra-compétentes et la mutation a été
vérifiée par séquençage automatisé (Bio S&T, Lachine, Québec).
Une fois que la mutation a été confirmée, l’ADN muté a été amplifié
dans les bactéries E. cou DH5Œ rendues compétentes par la méthode
classique au CaCl2. La purification de l’ADN plasmidique est effectuée en
utilisant la trousse «QlAfilterTM Plasmid Midi» (Qiagen, Mississauga, Ont).
Les délétions ECaC-MNK1 (AN78-112), ECaC-MNK1-2 (AN78-150),
ECaC-AANKI-3 (AN78-187) ont été obtenues après la digestion par
l’enzyme de restriction NheI dont les sites ont été précédemment introduits
par mutagenèse. Brièvement, on migre l’ADN digéré sur gel d’agarose 1%
puis les fragments sont purifiés avec la trousse SephaglasTMBandPrep
(Amersham, Piscataway, NJ) qui est basée sur la fixation de l’ADN sur les
billes de Sephaglas et permet ainsi la purification. La ligation de ces
fragments est réalisée avec la ligase du phage T4 (NEB, Mississauga, Ont)
qui catalyse la formation d’une liaison entre l’extrémité 3’-hydroxyle d’un brin
d’ADN et l’extrémité 5’-phosphate de l’autre brin. Le séquençage a permis de
vérifier que l’ADN demeure dans le cadre de lecture.
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11.1.3 Transcription in vîtro
La transcription in vitro est le processus par lequel l’ARN polymérase
transcrit l’ARN à partir d’une matrice d’ADN. Ces transcrits sont utilisés pour
la microinjection dans les ovocytes de grenouille, Xenopus Iaevis (voir plus
bas pour les détails). La transcription in vitro a été réalisée avec la trousse
commerciale mMESSAGE mMACHINETM (Ambion, Austin, TX). Dans un
premier temps, l’ADN est linéarisé avec une enzyme de restriction,
possédant un site unique soit BamHI pour pT7TS-ECaC et Miul pour
pCMVTag5-ECaC puis purifié par des extractions phénol/chloroforme. Par la
suite, la transcription est réalisée avec la polymérase T7 pour le vecteur
pT7TS et la polymérase T3 pour le vecteur pCMVTag5. L’ajout de l’ADNase
permet d’éliminer la matrice d’ADN. L’ARN est finalement purifié par des
extractions de phénol/chloroforme aussi et resuspendu dans de l’eau
exempte d’ARNase.
11.1.4 Traduction in vitro
La trousse commerciale « TNT® Quick Coupled
Transcriptionfrranslation Systems » (Promega, Madisson, Wl) a été utilisée
pour faire la traduction in vitro de ECaC-AANK1-3 (AN78-187). Une petite
quantité d’ADN circulaire est ajoutée à l’aliquot de réticulocytes de lapin qui
synthétise l’ARN et traduit en protéine après une incubation de I heure à
30°C.
11.1.5 Injection dans les ovocytes de Xénope
L’ARN transcrit in vitro est injecté dans le cytoplasme alors que l’ADN
est injecté dans le noyau des oeufs de grenouille, Xenopus Iaevis (Nasco,
Fort Atkinson, Wl) avec un micro-injecteur automatisé à volume variable
(WPI, Sarasota, FL) qui permet d’ajuster très précisément le volume injecté
(4.6n1 à 46nl). L’ADN est co-injecté avec pMT2J-rGFP (0.l5jiglp.l)[89] qui, en
produisant une protéine verte, fluorescente, permet la sélection des oeufs qui
ont exprimé la protéine-canal injectée.
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11.1.6 Enregistrements électrophysiologiques en voltage imposé
Les courants associés au canal ECaC-TRPV5 ont été mesurés à la
température ambiante à l’aide de la technique du voltage imposé à deux-
électrodes, selon la méthode publiée précédemment [53J, en utilisant un
amplificateur de voltage imposé (OC-725, Warner Instruments, Hamden,
CT). Les électrodes de courant et de voltage (résistance de 1-2 MQ) ont été
remplies avec une solution de KCI 3M, EGTA JmM et HEPES lOmM (pH
7.4). Les relations courant-voltage instantanées ont été mesurées en utilisant
des rampes de voltage de +80 à —150 mV à un taux de 0.5 mV/ms à partir
d’un potentiel de -5OmV. Les courbes courant-voltage en configuration
cellule entière sont d’abord mesurées sous des conditions témoins, c’est à
dire en présence de la solution de Li sans Ca2 (L1OH 120 mM, EGTA 5
mM, KOH 2 mM, HEPES 20 mM, pH 7.35 avec l’acide méthanesulfonique).
Les courants en Li sont ensuite inhibés de façon réversible par le calcium
extracellulaire avec Ki 21iM. Les ovocytes sont perfusés par gravité à une
vitesse de lOml/min. La série de logiciel pClamp 6.02, (Axon Instruments,
Foster City, CA) a été utilisée pour l’acquisition et l’analyse des résultats. Les
données ont été échantillonnées à 10 kHz et filtrées à 5 kHz en utilisant le
filtre incorporé à l’amplificateur.
11.1.7 Culture cellulaire et transfections
Les cellules HEK-293 sont mises en culture dans du milieu DMEM
« Dulbecco modified eagle medium high glucose » (Invitrogen, Mississauga,
Ont) supplémenté avec FBS 10% (Invitrogen, Mississauga, Ont), de la
pénicilline à 100 unités/ml (Invitrogen, Mississauga, Ont) et de la
streptomycine 100il/mI (Invitrogen, Mississauga, Ont) sous une atmosphère
de 5% C02 à 37°C.
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Pour les expériences de transfection transitoire, les cellules sont
ensemencées à une densité de 5X106 cellules par plat de 10 cm de
diamètre. Les transfections avec les délétions d’ankyrines (ECaC-AANK2,
ECaC-MNK2-3, ECaC-AANK2-4) ont été réalisées avec le SuperFect®
Transfection Reagent (Qiagen, Mississauga, Ont) selon les
recommandations du manufacturier. Brièvement, pour chaque plat de cellule,
lOp.g d’ADN et 40il de SuperFect (3mg/ml) ont été mélangés dans un
volume total de 300jil de milieu DMEM sans sérum. Ce mélange est incubé
15 minutes à la température ambiante avant d’y ajouter 3 ml de milieu
DMEM avec sérum. Les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS (NaCI
140 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 2.7 mM, KH2PO4 2.7 mM) puis incubées
pendant 2 heures à 37°C, 5% CO2, avec le milieu de transfection contenant
le SuperFect. Les cellules sont ensuite lavées avant d’ajouter lOmL de
DMEM. Après 48 heures d’incubation à 37°C, les cellules sont utilisées pour
des expériences d’immunobuvardage.
11.1.8 Préparation membranaire des ovocytes
Les oeufs injectés sont brisés dans du PBS (voir 11.1.7) et inhibiteurs
de protéases (# catalogue P2714, Sigma, Mississauga, Ontario) à une
dilution 1/1000 avec un homogénéisateur (Polytron, Fisher). Deux
centrifugations de 10 minutes à 960 rcf permettent d’isoler les débris
cellulaires et une centrifugation de 20 minutes à 10 000 rcf permet de
récupérer les membranes.
11.1.9 Lysat membranaire des cellules HEK-293
Les cellules transfectées sont laissées en culture pendant deux jours.
Par la suite, elles sont lavées deux fois avec du PBS et une fois avec de
l’eau distillée. Le tampon de lyse (Tris-HCI 1M pH 8.0, EDTA 0.5 M pH 8.0,
inhibiteurs de protéases) est ajouté dans chaque plat. Les cellules sont
grattées et les membranes sont brisées en aspirant avec une seringue. Une
première centrifugation effectuée pendant 5 mm, à 3000 rpm permet de
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sédimenter les noyaux et le culot des protéines est récupéré à la suite d’une
centrifugation de 30 minutes à 14 000 rpm à 4°C.
11.1.10 Dosage des protéines
Le dosage des protéines est effectué avec le réactif BOA
(f<bIcInchonInIc acid», Pierce, Rockford, IL) qui est basée sur la méthode de
Lowry. La concentration des protéines est généralement déterminée en
référence à une courbe-étalon en utilisant des concentrations différentes de
BSA (bovine serum albumin). Le dosage est effectué à l’aide d’un
spectrophotomètre (Beckman, Fullerton, CA) à une longueur d’onde de 562
nm.
11.1.11 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide
Les protéines sont séparées par électrophorèse sur un gel de
polyacrylamide après leur dénaturation dans du tampon Laemmli 3X (f3-
mercaptoéthanol 15%, SDS 7.5%, glycérol 30%, Tris-HCL 300 mM pH 6.8 et
bleu de bromophénol). Les protéines sont dans un premier temps
concentrées sur le gel d’entassement (Tris-HCL 375 mM pH 8.8, SDS 0.1 %,
acrylamide 4%, TEMED 0.1%, ammonium sulfate 0.05%) puis séparées sur
le gel de séparation (Tris-HCL 375 mM pH 8.8, SDS 0.1 %, acrylamide,
TEMED 0.1%, ammonium sulfate 0.1%). Différentes concentrations
d’acrylamide (7.5% -10%- 18%) sont utilisées pour permettre une meilleure
séparation selon le poids moléculaire de la protéine étudiée. La migration est
effectuée en utilisant le système Hoefer (gros gel, l4cmXl6cm) ou BioRad
(petit gel, 7cmX8cm) avec le tampon d’électrophorèse (Tris-base 25.2 mM,
glycine 218.5 mM, SDS 0.1%). Les protéines sont migrées à 120V pendant
2h pour un petit gel et a 3OmA pendant 4h pour un gros gel.
Après l’électrophorèse, les protéines sont transférées (2h à 100V ou
toute la nuit à 20V) sur une membrane de nitrocellulose HybondTM-C Extra
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(Amersham, Piscataway, NJ) avec le tampon de transfert (glycine 120 mM,
Tris-base 15.7 mM).
Le transfert des protéines est vérifié par révélation au rouge ponceau
(rouge ponceau 0.5%, acide acétique glacial 1%). Ceci permet de vérifier
que toutes les pistes contiennent la même quantité de protéines.
11.1.12 Traitement de la membrane de nitrocellulose et Immunodétection
La membrane est tout d’abord bloquée avec du tampon de blocage
(PBS contenant du lait écrémé 5%, Tween-20 0.1%) et traitée avec un
anticorps primaire, anti-c-myc (Cedarlane Laboratories Limited Hornby, ON)
à une dilution de 1/500 pour ECaC-TRPV5 et anti-HA (Roche
Pharmaceuticals, Indianapolis) à une dilution de 1/500) pour les clones
obtenus par double-hybride. La membrane est par la suite incubée avec un
anticorps secondaire (anti-souris-HRP, 1/5000, Jackson lmmunoResearch,
West Grove, PA). L’anticorps anti-HA est directement couplé à HRP
(horseradish peroxidase) donc il n’y a pas d’anticorps secondaire pour celui-
ci.
Les protéines qui sont liées à l’anticorps sont révélées par
chémiluminescence ECL (Mandel, St-Laurent, Qc) sur un film Kodak BioMax
Light (BML).
11.2 Interaction protéine-protéine: technique du double hybride dans la
levure
1L2.1 Construction de l’appât
Nous avons utilisé comme appât, les 3 répétitions d’ankyrine se
trouvant dans la partie N-terminal du canal calcique ECaC-TRPV5 (les
acides aminés 78-1 87). Dans un premier temps, la région 78-1 87 de ECaC
(ANK) contenant les 3 répétitions d’ankyrine, a été amplifiée par PRC avec
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l’enzyme Taq DNA Polymerase (Qiagen, Mississauga, Ont) à l’aide
d’amorces qui contiennent un site de XmaI en 5’ et un site de NdeI en 3’ qui
ont permis ensuite le sous-clonage dans le vecteur pGBKT7 (Clontech, Palo
Alto, CA). La construction a été séquencée par séquençage automatisé (Bio
S&T, Lachine, Québec) pour s’assurer que le cadre de lecture est respecté.
11.2.2 Transformation dans les levures Saccharomyces cerevisiae
Les souches de levures AHIO9 (Clontech, Palo Alto, CA) et Y187
(Clontech, Palo Alto, CA) ont été spécialement conçues pour être utilisées
dans le système de double hybride. Ces levures contiennent des gènes
rapporteurs spécifiques sous le contrôle de GAL-4. La transcription de ces
gènes rapporteurs permet la sélection des levures lorsque nous utilisons un
milieu sélectif. Donc dans un premier temps, le phénotype de ces souches a
été vérifié sur différents milieux sélectifs: les levures ne survivent pas sur les
milieux de culture dépourvus d’un de ces acides aminés suivants : leucine,
tryptophane et histidine ou de la base azotée adénine.
Par la suite, la construction pGBKT7-ANK a été introduite dans la
souche AH1O9 en utilisant la méthode de transformation LiAC (en suivant les
recommandations du manufacturier, Clontech, Palo Alto, CA). Brièvement,
une culture OIN (<overnight») est préparée dans le milieu YPD (xYeast
extract Peptone, Dextrose») et lorsque la DO500 a atteint 0.2-0.3, le culot des
levures est resuspendu dans du TE/LiAC stérile (TE: Tris-HCI 0.1M, EDTA
lOmM pH 7.5, LiAC: acétate de lithium 1M, pH 7.5). Un volume de lOOpi de
ces levures compétentes a été mélangé avec 0.1 ig d’ADN (pGBKT7-ANK),
0.1 p.g d’ADN de sperme de saumon (Clontech, Palo Alto, CA) et 0.3 ml de
PEG-40%(«polyethylene glycol»)ILiAC-TE puis incubé à 3000 pendant 30
min avec agitation. Un choc thermique de 15 min à 42°C est réalisé après
l’ajout de 35 pi de DMSO (4xdimethyl sulfoxyde»). Les levures ont finalement
été étalées sur un milieu dépourvu de tryptophane et incubé à 30°C pendant
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3-4 jours. Les levures ayant transformé l’ADN ont poussé grâce au gène de
sélection TRP (tryptophane) se trouvant sur le vecteur pGBKT7 qui permet
aux levures de produire cet acide aminé.
11.2.3 Criblage de la librairie d’ADNc prétransformée par la méthode de
fusion de levures
Notre construction a été fusionnée à une librairie d’ADNc rénale
humaine prétransformée dans les levures S. cerevisiae de souche Y187 (
Clontech, Palo Alto, CA). La librairie d’ADNc commerciale a été sous-clonée
dans le vecteur pACT2 entre les sites Xhol et EcoRl. Ce vecteur permet aux
levures de survivre sur milieu dépourvu de l’acide aminé leucine grâce au
gène de sélection LEU (leucine).
Le criblage est réalisé par la fusion de la levure haploïde AH1O9 de
sexe mat a et de la levure haploïde Y187 de sexe mat a pour donner une
levure diploïde. Ainsi, les levures AH1O9 et Y187 qui possèdent chacune un
plasmide différent formeront des levures diploïdes qui possèderont les deux
plasmides.
Pour la réalisation de la fusion, quelques colonies fraîches de levures
transformées avec le plasmide pGBKT7-ANK sont inoculées dans 50ml de
YPDA (<Yeast extrac Peptone, Dextrose, Adenine»). Pour favoriser
l’aération, le tout est mis dans des tubes de 250 ml. La culture de levure est
incubée à 30°C pour 24 heures avec une agitation de 250 rpm. Lorsque la
DO600 a atteint 0.8 (environ 24 heures d’incubation), la culture entière est
centrifugée à 1000g pour 5 min et le culot est resuspendu dans le milieu
résiduel ( 5m1).
La librairie rénale humaine (ImI) dont les ARNm ont été extraits de
huit reins humains puis transcrits en ADNc (3.5X106 clones de 0.5 à 4.0 kb),
a été décongelée à la température de la pièce. Le contenu est vortexé avant
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qu’une quantité de IOpI soit gardée pour titrer la librairie. Le titrage de la
librairie consiste à faire une série de dilutions à partir du 10 p1 prélevé de la
librairie dans du YPDA (1OE2, 10, 1O et 1cï5) et d’étaler 100 pI de chacune
de ces dilutions sur des pétris sélectifs SDI-Leu, afin d’évaluer l’efficacité de
la transfomation de la librarie. Les pétris sont incubés à 30°C pour 2 à 4
jours.
Un volume de 5ml de la culture de levure AH109 contenant notre
plasmide d’intérêt est combiné avec le lml de la librairie dans un erlenmeyer
de 2 litres en présence de 45m1 de YPDNKan(10-l5pg/ml). L’utilisation de
l’erlenmeyer de 2 litres est nécessaire pour une bonne aération ce qui
favorisera la fusion. L’erlenmeyer est incubé à 30°C pour une période de 24
heures avec une agitation de 50 rpm.
Les vecteurs pGBKT7-p53 (Clontech, Palo Alto, CA) et pGADT7-T
(Clontech, Palo Alto, CA) transformés ont été fusionnés de la même façon
(témoins positifs) pour vérifier le système de réponse de GAL-4.
Lorsque la fusion est terminée, le mélange est centrifugé pendant 10
min à 1000g. Le culot est rincé et resuspendu avec lOml de milieu
YPDNKan. Une autre centrifugation est effectuée à 1000g pour lOmin. De
nouveau, le surnageant est enlevé et le culot est rincé et resuspendu dans
YPDNKan. Le tout est centrifugé à 1000g pour lOmin. Le surnageant est
enlevé et le culot est resuspendu avec lOml de YPDNKan. Le mélange est
étalé sur des pétris (200p1/pétri) avec une sélection rigoureuse, soit des
pétris —Leu/-Trp/-His. Les pétris sont incubés à 30°C pour une période de 2
semaines. S’il y a une interaction entre notre protéine d’intérêt et une
protéine de la librairie, il y aura transcription des gènes rapporteurs de la
levure suite à l’induction de la réponse GAL-4 et les cellules pourront ainsi
pousser sur le milieu sélectif —Leu/-Trp/-His. L’interaction est par la suite
confirmée par le test r3-Gal, ce qui consiste à ajouter le X-gal (le substrat de
44
la 13-Gal) pour vérifier l’activation du gène rapporteur Lac Z. L’hydrolyse de
ce substrat par la 3-galactosidase codée par le gène Lac Z colore les
colonies positives en bleu.
11.2.4 Extraction des plasmides de la levure
Les levures ont la propriété de pouvoir intégrer plusieurs plasmides,
donc l’extraction de ces plasmides est nécessaire pour ensuite être en
mesure de déterminer lequel interagit avec notre protéine d’intérêt, pGBKT7-
ANK. Dans un premier temps, une quantité de levure de chaque clone est
inoculée dans 5ml de milieu liquide en absence de leucine (-Leu). Le tout est
incubé à 30°C toute la nuit à une vitesse d’agitation de 25Orpm. La culture de
levure est centrifugée à 10000g pour 5min. Le surnageant est enlevé
doucement et le culot est resuspendu dans le liquide résiduel. Par la suite,
0.2m1 du tampon de lyse (Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCI lOOmM, Tris pH
8.0 lOmM, EDTA lmM), 0.2m1 phénol-chloroforme-alcool isoamyle (25: 24:
1) et 0.3g de billes de verre (425-600 microns #cat G-8772, Sigma,
Mississauga) sont ajoutées à la suspension de levure. La membrane
plasmique est brisée en vortexant vivement pendant 2 minutes. Le tout est
centrifugé pendant 5 minutes à 15000g et le surnageant contenant l’ADN
plasmidique est récupéré.
11.2.5 Transformation par électroporatïon
Afin d’amplifier l’ADN plasmidique extrait, ce dernier est transformé
par électroporation dans les bactéries électrocompétentes avec un taux de
transformation de 1012 cfu. L’électroporation consiste à soumettre le mélange
ADN + bactéries à des chocs électriques. Le champ électrique provoque la
déstabilisation de la membrane plasmique et induit la formation de “trous” à
travers lesquels l’ADN peut transiter. Ce phénomène est réversible si le choc
électrique n’a pas été trop violent alors la membrane peut reprendre son état
initial.
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Pour la transformation, les cellules électrocompétentes E.coli TOP1O
(Invitrogen, Toronto, Ont) sont mélangées avec 2pI de l’ADN. Le mélange
est déposé dans une cuvette de lmm spécialement conçu pour
l’électroporation qui est placée dans l’électroporateur (BioRad, Hercules,
CA). Une pulsion est donnée selon les paramètres suivants: le voltage étant
de 1 .5 kV, la capacitance de 25pf et la résistance de 200Q. La pulsion
terminée, 450pl de milieu SOC est immédiatement ajouté aux cellules et le
tout est incubé à 37°C pour 1 heure avec une agitation de 25Orpm. Une petite
quantité (200pl) du mélange est étalée sur du milieu LB-Agar (Lennox L
Broth Base) contenant l’antibiotique de sélection qui est l’ampicilline. Par la
suite, l’ADN plasmidique est purifié avec la trousse «QlAfilterTM Plasmid Midi>)
(Qiagen, Mississauga, Ont). Le séquençage automatisé (Bio S&T, Lachine,
Québec) a permis d’identifier les clones isolés qui ont interagi avec la
protéine d’intérêt.
11.16 Lysat cellulaire des levures
Les protéines sont isolées à partir d’une culture liquide des levures
fraîches (maximum 3 jours sur pétri). Aussitôt que la DO600 atteint 1, les
levures sont récupérées par centrifugation et resuspendues dans le tampon
de lyse (Tris pH 7.4 20mM, NaCI 150 mM, EDTA 2mM, Triton X-100 0.2%,
inhibiteurs des protéases). La membrane plasmique est brisée en vortexant
avec 1.5g de billes de verre (425-600 microns, Sigma). Le surnageant
contenant les protéines est récupéré après une centrifugation de 5 min à 450
g.
Les protéines sont ensuite analysées par immunobuvardage selon le
protocole décrit à la section 11.1.11.
III. RÉSULTATS
111.1 Rôle de la phosphorylation
La phosphorylation ou la déphosphorylation peuvent moduler l’activité
de plusieurs canaux ou transporteurs. li a été démontré que l’activation de la
PKA phosphoryle le canal TRPV1 (VRJ) et prévient la désensibilisation du
canal. (Bhave G et aI, 2002). lI a aussi été démontré que le résidu Serinel 16
de TRPVJ est responsable de cette régulation. Etant donné que ECaC
TRPV5 se désensibilise suite à l’ajout de calcium et qu’il présente des sites
potentiels de phosphorylation par la PKA et la PKC, nous avons étudié par
mutagenèse dirigée des sites consensus de phosphorylation par la PKA ou
la PKC et par des études électrophysiologiques l’implication de ces sites sur
la désensibilisation du canal. Cette approche permet de déterminer si l’état
de phosphorylation peut moduler l’activité du canal ECaC-TRPV5.
Afin d’étudier le rôle de la phosphorylation dans l’activation du canal
ECaC-TRPV5, des mutations simples ont été réalisées. Les sites consensus
de phosphorylation par la PKC (S144, S298, S654, S664, S698) et par la
PKA (5670, T709) se trouvant dans la partie intracellulaire du canal, ont été
mutés en alanine, afin d’empêcher toute phosphorylation possible sur ces
résidus. Par la suite, ces sites ont été mutés en combinaison (mutations
multiples) afin d’évaluer l’effet de la phosphorylation sur la désensibilisation
du canal. Après le séquençage de la région codant contenant la mutation,
l’expression fonctionnelle des mutants a été testée par électrophysiologie
(par la méthode de voltage imposé) après injection de l’ARNm codant pour le
canal. Les courants ont été enregistrés sur les ovocytes injectés après une
incubation de 20-36 heures dans une solution physiologique en absence de
calcium (0 Ca2, O EGTA) pour éviter une surcharge calcique. La première
série d’expérience visait (figures 12,13,14) à évaluer l’intégrité de nos
constructions en mesurant les propriétés biophysiques des mutants, soit
l’affinité du canal pour les ions Ca2 (qui devrait être déterminée
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principalement par D542, [53]) et la rectification entrante de la courbe IN.
Une série de rampe de potentiels est appliquée à partir d’un potentiel de
maintient de —5OmV (de +8OmV à —1 5OmV) en absence de Ca2 libre (Li
l2OmM, Ca2 libre ( lmM, voir Mat&Méthodes). En effet, 5mM de EGTA est
ajouté aux solutions salines pour éliminer tout le Ca2 libre. Chaque
mutation a été testée au moins trois fois et les courants ont été normalisés
par rapport à la valeur maximum obtenue à —l5OmV. Donc chaque tracé est
la moyenne d’au moins trois expériences effectuées sous les mêmes
conditions. Tel que le montre les figures 12, 13 et 14, toutes les mutations
ont produit des courants (tracé noir) dont la courbe IN macroscopique en
présence de cations monovalents (Li) rectifie complètement aux potentiels
positifs (rectification entrante). Des études antérieures ont démontré que le
Li est préféré aux autres cations monovalents (Na, K, Cs) puisque cet ion
génère des courants plus stables dans les oeufs de Xenopus.
La deuxième série d’expérience visait à évaluer l’affinité des mutants
pour l’ion Ca2. Tel que discuté dans Jean et ai, 2002 [53], le canai sauvage
ECaC-TRPV5 est canal un cationique qui laisse passer les cations
monovalents avec une grande conductance en absence complète d’ions
Ca2 dans le milieu extracellulaire. L’addition de 1j.M de Ca2 libre dans le
milieu externe inhibe environ 50% l’amplitude des courants (K 2 ± 1tM) en
Li (tracé bleu par rapport au tracé noir). Les résultats obtenus démontrent
que la constante d’inhibition n’a pas été modifiée avec la création des
mutations simples et multiples effectuées sur les sites de phosphorylation car
les courbes IN sont similaires au canal sauvage, suggérant ainsi que les
propriétés biophysiques de ECaC-TRPV5 n’ont pas été changées.
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Figure 12: Les mutations simples des sites consensus de
phosphorylation par la PKC ne modifient pas les propriétés
biophysiques du canal ECaC-TRPV5
Le canal ECaC-TRPV5 et les mutants ont été exprimés dans les ovocytes de
Xenopus. Les courants ont été mesurés avec la technique du voltage imposé
à deux électrodes. Les courants macroscopiques ont été mesurés en
condition témoin d’abord (l2OmM Li, O Ca2 libre, tracé en noir) et ensuite
après l’addition de ljtM Ca2 libre (tracé en bleu). Chaque tracé est la
moyenne de “n” expériences normalisées par rapport au courant maximum
obtenu en condition témoin, c’est à dire en absence complète d’ion Ca2
libre. A: ECaC-sauvage, B: S144A (n=3), C: S298A (n=3), D: S654A (n=9),
E: S664A (n=7), F: S698A (n=3).
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Figure 13: Les mutations simples des sites consensus de
phosphorylation par la PKA ne modifient pas les propriétés
biophysiques du canal ECaC-TRPV5
Le canal ECaC-TRPV5 et les mutants ont été exprimés dans les ovocytes de
Xenopus. Les courants ont été mesurés avec la technique du voltage imposé
à deux électrodes. Les courants macroscopiques ont été mesurés en
condition témoin d’abord (l2OmM Li, O Ca2 libre, tracé en noir) et ensuite
après l’addition de 1iM Ca2 libre (tracé en bleu). Chaque tracé est la
moyenne de ‘n” expériences normalisées par rapport au courant maximum
obtenu en condition témoin, c’est à dire en absence complète d’ion Ca2
libre. A: S670A (n=3), B: 1709A (n=3).
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111.1.3 PKC: Mutations multiples
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Figure 14: Les mutations multiples des sites consensus de
phosphorylation par la PKC ne modifient pas les propriétés
biophysiques du canal ECaC-TRPV5
Le canal ECaC-TRPV5 et les mutants ont été exprimés dans les ovocytes de
Xenopus. Les courants ont été mesurés avec la technique du voltage imposé
à deux électrodes. Les courants macroscopiques ont été mesurés en
condition témoin d’abord (l2OmM Li, O Ca2 libre, tracé en noir) et ensuite
après l’addition de lp.M Ca2 libre (tracé en bleu). Chaque tracé est la
moyenne de “n” expériences normalisées par rapport au courant maximum
obtenu en condition témoin, c’est à dire en absence complète d’ion Ca2
libre. A: S144A-S298A (n=3), B: S144A-S298A-S654A (n=5), C: S144A-
S298A-S654A-S664A (n=4), D: S144A-S298A-S654A-S664A-S698A (n=4).
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Rectification Courant % du courant
Canaux TRPV5 entrante (pA) résiduel dans
dans 120 Li I pM Ca2
-19 ± 2 (32)
TRPV5 sauvage Yes 0.46 ng RNA 35 ± 2 (3)
-32 ± 2 (3)PKC
- S144A Yes 4.6 ng RNA 63 ± 3 (3)
-29 ± 5 (3)PKC - S298A Yes 4.6 ng RNA 54 ± 3 (3)
-17 ± 2 (9)PKC - S654A Yes 4.6 ng RNA 72 ± 11 (9)
-16 ± 3 (7)
PKC - S664A Yes 4.6 ng RNA 66 ± 5 (7)
-15 ± 5 (3)PKC - S698A Yes 4.6 ng RNA 62 ± 6 (3)
S144A + S298A Yes -69 ± 12 (3) 58 ± 5 (3)4.6 ng RNA
S144A + S298A ÷ Yes 45 ± 8 (5) 65 ± 3 (5)
S654A 4.6 ng RNA
S144A + S298A + Yes -25±4(5) 58±2(4)S654A + S664A 4.6 ng RNA
S144A + S298A +
S654A + S664A + Yes -21 ± 5 (4) 60 ± 14 (4)4.6 ng RNAS698A -
PKA - S669A Yes -20±3 (4)4.6 ng RNA 60 ± 1 (3)
-16 ± 1 (3)
PKA - T709A Yes 4.6 ng RNA 60 ± 3 (3)
Tableau I: Les propriétés biophysiques du canal ECaC-TRPV5 sauvage
et muté en alanine (mutations simples et multiples) dans les ovocytes
de Xenopus.
Tous les courants montrent une rectification entrante semblable au canal
TRPV5 sauvage dans une solution exempte de cation divalent. Les courants
ont été mesurés 24hrs après l’injection en présence d’une solution de Li
(120 mM LiMeS + 5 mM EGTA + 0 Ca2) à Vm = -150. La concentration de
I ‘ARN injecté pour les mutants est 10 fois supérieure que celle utilisée pour
le canal sauvage.
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Le tableau I présente les valeurs absolues des courants mesurés pour
chacun des mutants. Les résultats démontrent que le canal préserve la haute
affinité pour le calcium. De plus, les données indiquent que les mutations
simples et multiples des sites consensus de PKC et PKA ne changent pas
l’expression fonctionnelle et les propriétés biophysiques du canal.
111.1.4 L’effet des mutations multiples sur la désensïbïlisation
Le canal ECaC-TRPV5 se désensibilise suite à l’ajout de calcium
lOmM dans le bain. On observe un courant dès que le canal est exposé au
calcium. Ce courant diminue en fonction du temps (figure 15A) et finit par
disparaître totalement. Lorsque tous les sites de phosphorylation par la PKC
sont mutés en alanine (figure 15B), le temps requis pour la désensibilisation
est réduit énormément. En effet, après 10 secondes, le canal muté semble
inactif tandis que le canal sauvage prend environ 2 minutes avant de se
désensibiliser complètement. Apres 5 secondes, le pourcentage du courant
résiduel est de 32±5% (n=4) pour le canal muté tandis qu’il est de 93±1%
(n=4) pour le canal sauvage. Ce résultat intéressant nous pourrait suggérer
que la phosphorylation par la PKC semble jouer un rôle un important dans la
vitesse de désensibilisation induit par le calcium du canal ECaC-TRPV5.
La désensibilisation observée est un processus réversible. Après 20
minutes de perfusion avec une solution sans calcium + EGTA, on réussi à
enregistrer des courants normaux (résultats non présentés).
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Figure 15: Les mutations multiples des sites consensus de
phosphorvlation par la PKC diminuent le temps requis pour la
désensibilisation du canal
Le canal ECaC-TRPV5 et les mutants ont été exprimés dans les ovocytes de
Xenopus. Les courants ont été mesurés avec la technique du voltage imposé
à deux électrodes. Les courants ont été enregistrés à —5OmV, après l’ajout
de la solution de lithium contenant du calcium lOmM. A: ECaC-Sauvage
(n =4), B: Si 44A-S298A-S654A-S664A-S698A (n =4).
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111.2 Les répétitions d’ankyrine
111.2.1 Délétion des répétitions d’ankyrine, études électrophysiologiques
Afin d’étudier l’implication des répétitions d’ankyrine dans l’expression
de ECaC-TRPV5, les répétitions d’ankyrine ont été délétées dans la partie
amino-teminale de la protéine. Des sites de digestion par l’enzyme de
restriction NheI ont été créés aux extrémités de ce motif, ce qui a permis leur
délétion séquentielle en préservant le cadre de lecture de la protéine. La
première expérience visait (figure 17) à évaluer l’expression fonctionnelle du
canal après les délétions des répétitions d’ankyrine. Les courants globaux de
la cellule ont été mesurés après l’injection de l’ARNm codant pour le canal
sauvage et le canal avec les différentes délétions d’ankyrine en présence de
l2OmM de Li. Pour toutes les expériences, 5mM de EGTA est ajouté aux
solutions salines pour éliminer tout le Ca2 libre. Une série de rampes de
potentiel est appliquée à partir d’un potentiel de maintient de —5OmV (de
+8OmV à —l5OmV) en absence de Ca2libre (Li l2OmM, Ca2 OmM, voir
Mat&Méthodes). Chaque tracé est la moyenne d’au moins trois expériences
effectuées sous les mêmes conditions et les courants ont été normalisés par
rapport à la valeur maximum obtenue à -l5OmV. La délétion d’une seule
répétition d’ankyrine AANK2 est suffisante pour empêcher toute expression
fonctionnelle du canal ECaC-TRPV5 alors que, les courants entrants
normaux ont été enregistrés pour le canal sauvage et ECaC 78-NheI,
démontrant ainsi que la création des sites NheI n’affecte pas la fonction du
canal. Ces observations nous amènent à conclure que les répétitions
d’ankyrine semblent jouer un rôle dans l’expression fonctionnelle du canal
ECaC-TRPV5.
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Figure 16: La représentation schématique des constructions des
délétions des répétitions d’ankyrine
Les constructions ECaC-AANK2 (z\78-112), ECaC-AANK2-3 (A78-150),
ECaC-AANK2-4 (A78-187) ont été réalisées sur pT7TS-ECaC et pCMVTag5-
ECaC. Les répétitions d’ankyrine ont été enlevées séquentiellement sur
chacun des vecteurs.
A
—1
ECaC
Figure 17 : Les délétions de répétitions d’ankyrine produisent des
canaux non-fonctionnels.
Le canal ECaC-TRPV5 sauvage et les mutants AANK ont été exprimés dans
les ovocytes de Xenopus après l’injection d’ADN (A) ou d’ARN (B). Les
courants ont été mesurés avec la technique deux-électrodes en présence de
l2OmM de Li2.
B
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Rectification Courants (pA)Canaux TRPV5 entrante
dans 120 Li
TRPV5 wt Yes -34 ± 2 (8)(pT7TS) 0.46 ng RNA
-0.54 ± 0.06 (10)Non-injected No No RNA
A 78-112 No -0.55±0.01 (4)
A ANK 2 4.6 ng RNA
A 78-1 50 -0.54 ± 0.03 (4)No
A ANK 2-3 4.6 ng RNA
A 78-1 87 -0.6 ± 0.1 (7)
A ANK 24
No 4.6 ng RNA
Tableau Il: Les propriétés biophysiques du canal ECaC-TRPV5 sauvage
et mutants AANK dans les ovocytes de Xenopus.
Le canal sauvage ECaC-TRPV5 montre une rectification entrante dans une
solution exempte de cation divalent. Les courants ont été mesurés 24hrs
après l’injection en présence d’une solution de Li (120 mM LiMeS + 5 mM
EGTA + O Caj à Vm = -150. La concentration de I ‘ARN injecté pour les
mutants est 10 fois supérieure que celle utilisée pour le canal sauvage.
Le tableau II présente les courants mesurés pour le canal TRPV5
sauvage, les mutants AANK correspondant aux délétions des répétitions
d’ankyrine et les oeufs non-injectés. Les données indiquent que
semblablement aux oeufs non-injectés, les délétions des répétitions
d’ankyrine ne génère pas de courant nous permettant ainsi de conclure que
les délétions d’ankyrine conduisent à la formation des canaux non
fonctionnels.
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111.2.2 Délétion des répétitions d’ankyrine, études d’immunobuvardage
Luciférase ECaC-AANK2-4 ECaC-WT H20
83.8kDa
4..’.’.. 65.8kDa
Autoradiographie de ECaC-TRPV5 sauvage, ECaC-TRPV5 AANK2-4 et les
contrôles (positif et négatif) après la traduction in vitro. Le canal ECaC
AANK2-4 a été traduit in vitro en utilisant un lysat de réticulocyte (voir
Matériel et Méthodes). Les protéines traduites, marquées au méthionine
[35SJ, ont été séparées sur un gel d’acrylamide 7.5%. Le gel a été séché puis
les protéines ont été détectées sur un film Kodak BioMax Light (BML).
Etant donné qu’aucun courant n’a été observé après délétion des
répétitions d’ankyrine, nous avons voulu vérifier si le canal ECaC-TRPV5
était correctement traduit dans ces conditions. En effet, la queue amino
terminale d’une protéine est une région très importante qui peut être
impliquée dans le contrôle de la transcription. Pour cette expérience contrôle,
un lysat de réticulocytes de lapin a été utilisé. La figure 18 représente la
traduction in vitro de ECaC-TRPV5 sauvage, ECaC-TRPV5 MNK2-4, la
luciférase (témoin positif) et H20 (témoin négatif). ECaC-TRPV5 sauvage est
une protéine qui a un poids moléculaire d’environ 83.8 kDa. Dans le cas de
ECaC-TRPV5 MNK2-4 (avec les trois délétions d’ankyrine), une bande de
poids plus petit a été observée (puits #2, qui correspond au poids
moléculaire estimé après la délétion de 109 aa) démontrant ainsi que le
canal est bel et bien traduit suite aux délétions des répétitions d’ankyrine.
Figure 18 : Traduction in vitro de ECaC-AANK
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L’absence de courants n’est donc pas causée par une traduction incomplète
de la protéine.
HEK-ctrl ECaC-WT ECaC-AANK2 ECaC-AANK2-3 ECaC-zANK2-4
Figure 19: L’expression membranaire de la protéine ECaC-TRPV5
diminue en fonction du nombre de répétitions d’ankyrine qui sont
délétés
Autoradiographie d’immunobuvardage de type Western avec un anticorps
anti-c-myc obtenu sur les préparations membranaires des cellules HEK-293
transfectées. Les protéines (lOj.ig) ont été séparées sur gel d’acrylamide
7.5%. Le transfert des protéines est vérifié par révélation au rouge ponceau.
La membrane de nitrocellulose a été bloquée toute la nuit à 4°C avec du lait
écrémé 5%, puis incubée avec l’anticorps anti-c-myc (1/500) pendant 1
heure. La détection a été réalisée avec l’anticorps secondaire anti-souris
HRP.
L’expression membranaire de ECaC-MNK2, ECaC-AANK2-3, ECaC
MNK2-4 a été étudiée par immunobuvardage. Etant donné qu’il n’existe pas
d’anticorps commercial spécifiquement dirigé contre le canal ECaC-TRPV5,
ECaC-sauvage et les trois constructions ont été sous-clonées dans le
vecteur pCMVTag5 qui contient un épitope c-myc, dans le C-terminal. Ce
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vecteur contient deux origines de réplication qui permettent son expression
dans les ovocytes de Xenopus (utile pour les mesures électrophysiologiques)
et les cellules de mammifères (HEK-293). Les protéines membranaires
(lOj.tg pour chaque puit) ont été obtenues à partir des cellules HEK-293
transfectées de façon transitoire. La présence de la bande non spécifique au
bas du gel nous indique que la même quantité de protéine a été chargée
dans tous les puis. Les résultats obtenus dans la figure 19 montrent que la
délétion des répétitions d’ankyrine n’empêche pas l’expression de la protéine
à la membrane plasmique. Par contre on peut constater que le niveau
d’expression du canal à la membrane diminue en fonction du nombre de
répétitions d’ankyrine enlevé. En effet, lorsque trois répétitions d’ankyrine
sont délétées, le canal n’est que faiblement exprimé à la membrane.
li faudra rappeler que cette expérience a été effectuée avec des
cellules HEK-293 mais nous avons réussi à reproduire ce résultat avec des
ovocytes.
Il y a la présence d’une bande plus petite présente dans tous les puits.
Il s’agit d’une bande non spécifique pour démontrer que la même quantité de
protéine a été utilisée pour chaque puit car cette bande est de la même
densité partout.
111.2.3 Études des interactions protéine-protéine par le système double-
hybride
Afin d’identifier les partenaires cellulaires de ECaC-TRPV5, nous
avons utilisé le système du double hybride chez la levure. Trois répétitions
d’ankyrine ANK2-4 (la région 78-1 87) dans le N-terminal, ont été fusionnées
au domaine GAL4 DNA-BD, un domaine de liaison à l’ADN, puis exprimées
dans les levures. Ce domaine permet à la protéine de fusion de se lier à la
région GAL-UAS dans le promoteur de gènes rapporteurs. Par la suite, nous
avons co-exprimé (criblage) dans ces mêmes levures, des protéines issues
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d’une banque d’ADNc préparée à partir de reins humains normaux (obtenu
chez Clontech). Ces protéines quant à elles ont été fusionnées à un domaine
de transactivation : le GAL4 AD. Lors d’une interaction entre les répétitions
d’ankyrine (protéine appât) et une protéine de la banque (protéine proie), le
domaine de la transactivation se trouve à proximité du gène rapporteur et
peut ainsi en activer la transcription.
Afin d’effectuer un criblage par la méthode du double hybride, il est
important que la protéine liée au domaine de liaison à l’ADN n’active pas
indépendamment la transcription, c’est à dire qu’elle n’active pas la
transcription des gènes rapporteurs sans interagir avec une protéine de la
librairie. Nous avons donc testé si les trois répétitions d’ankyrine pouvaient
activer la transcription de façon autonome. Le gène rapporteur MELI code
pour l’enzyme Œ-galactosidase, une enzyme qui est secrétée dans le milieu.
Celle enzyme catalyse l’hydrolyse de X-Œ-GaI en D-galactose et p
nitrophénol. Le produit p-nitrophénol, permet aux levures de devenir bleues à
une longueur d’onde de 4lOnm. Nous avons donc transformé les levures
avec les trois répétitions d’ankyrine et nous les avons cultivées sur un pétri
contenant du X-Œ-Gal. Si les répétitions d’ankyrine activent la transcription
de MELI, les levures seront bleues. Le tableau I résume celle expérience:
l’expression de ANK2-4-BD et de ANK2-4-AD dans les levures n’active pas
la transcription, car les levures demeurent blanches, contrairement au
contrôle positif (pGBKT7-53 + pTDJ-1, fourni par Clontech) qui est bleu.
Vecteur Couleur
PGBKT7-3ANK (DNA-BD) Blanc
Pgadt7-3ANK (DNA-AD) Blanc
PGBKT7-53 + pTD1-1 ( Clontech) Bleu
(contrôle positif)
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Tableau III Activation indépendante de la transcription
Les vecteurs ont été transformés par la méthode d’acétate de lithium. Les
levures ont été cultivées dans un incubateur à 30°C. Dans le système
double-hybride, une interaction entre deux protéines active la transcription de
gènes rapporteurs. Un de ces gènes (MELI) hydrolyse X-Œ-Gal, les levures
deviennent alors bleues. Les levures exprimant ANK2-4-BD ou ANK2-4-AD
sont blanches, les répétitions d’ankyrines ne peuvent donc pas activer la
transcription de façon autonome.
Par la suite, nous avons criblé une banque d’ADNc issue de reins
humains normaux. Nous avons détecté plus de 300 clones interagissant
potentiellement avec les répétitions d’ankyrine. Nous avons séquencé une
trentaine de ces clones dont 5 codent pour des protéines inconnues (tableau
li).
# Clone #Accession Identité en nucléotide
6 BC032456.1 272/274 (99%)
14 AY275537.1 194/196 (98%)
16 AC006254.10 190/192(98%)
17 AK024018.1 163/164(99%)
3 BC002945.2 234/241 (97%)
Tableau IV: Clones orphelins interagissant avec les répétitions
d’ankyrine
5 des clones identifiés codent pour des protéines dont la fonction est encore
inconnue. Le # d’accession permet l’accès rapide à leur séquence dans le
Genbank. L’identité représente le nombre de nucléotides identiques entre
nos séquences les séquences retrouvées dans Genbank.
Nous avons séquencé environ 300 bases et obtenu entre 97-100%
d’identité avec les séquences retrouvées dans Genbank. Ceci confirme que
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les plasmides codent pour des protéines encore inconnues. Les répétitions
d’ankyrine interagissent avec des protéines dont la fonction est encore
inconnue, il est donc important de vérifier régulièrement si la fonction de ces
protéines n’aurait pas été élucidée.
11 de ces clones codent pour des protéines connues (tableau lii). La
traduction en protéine des séquences a été vérifiée sur le site
www.infobiogen.fr. Selon les résultats obtenus, deux des ces protéines
peuvent correctement être traduites l’adenylate kinase et aminoacylase I.
Ces deux protéines ont été séquencées au complet. Les 14 autres clones
séquencés ne codent pas de protéines, ce sont soit des bouts de séquences
non spécifiques ou bien des vecteurs vides.
# clones Nom du gène # accession Identité en nucléotide
1 SLC7A8, LAT2 HSY184883 617/618 (99%)
4,5 Aminoacylase I NM_000666.1 281 /281 (100%)
7 Leukemia tumor NM_032869.2 155/1 55 (100%)
antigen
8 Adenosine NM015841.1 152/152(100%)
déaminase
9 Contactine 2 (axonal) NM_005076.2 223/223 (100%)
13 Placental protein 6 NM_007024.3 183/1 83 (100%)
15 DAZAP2 NM_014764.1 174/1 74 (100%)
18 Ferritin light NM000146.2 192/1 92 (100%)
polypeptidase
22 Adenylate Kinase NM_000476 686/688 (99%)
26 Acyl-co desaturase AF389338.1 192/1 92 (100%)
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Tableau V: Clones connus interagissant avec les répétitions
d’ankyrines
11 des clones identifiés codent pour des protéines dont la fonction est
connue. Le # d’accession permet l’accès rapide à leur séquence dans le
Genbank. L’identité représente le nombre de nucléotides identiques entre
nos séquences les séquences retrouvées dans Genbank.
Etant donné que nous avons identifié deux protéines intéressantes qui
interagissent avec les répétitions d’ankyrine, il est important de confirmer ces
interactions initialement suggérées par le système double-hybride car il est
possible d’avoir des faux positifs. En effet, il est toujours possible que les
protéines identifiées activent la transcription des gènes rapporteurs
indépendamment de leur interaction spécifique avec les répétitions
d’ankyrine. Nous avons choisi de confirmer par la co-immunoprécipitation,
les interactions entre les répétitions d’ankyrine et les deux protéines
identifiées (aminoacylase I et adenylate kinase I). Cependant dans un
premier temps il faudra vérifier par immunobuvardage si les protéines
identifiées sont bel et bien traduites in vivo avec le bon poids moléculaire
calculé théoriquement.
Contrôle Clone 4 Clone 22
30 kDa —*
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Figure 20: Confirmation des interactions obtenues par le système
double-hybride
Autoradiographie d’immunobuvardage de type Western-blot anti-HA obtenus
sur des lysats des protéines des levures transformés avec chaque clone. Les
protéines ont été séparées sur gel d’acrylamide de 18%. Le transfert des
protéines est vérifié par révélation au rouge ponceau. La membrane de
nitrocellulose a été bloquée toute la nuit à 4°C avec du lait écrémé 5%, puis
incubée avec l’anticorps anti-HA-HRP (1/500) pendant I heure.
Les ADNc (les clones) sont clonés dans le vecteur d’expression
pACT2, qui contient l’épitope HA et permet ainsi de détecter les protéines
exprimées. La figure 20 démontre la traduction in vivo de l’aminoacylase I
(clone 4) et l’adénylate kinase (clone 22). Une bande de poids moléculaire
d’environ 3OkDa a été détectée pour les deux clones analysés. Ce poids
moléculaire obtenu est compatible avec le nombre de nucléotides séquencés
pour chaque clone. Cependant, cette interaction n’est pas encore vérifiée par
une co-immunoprécipitation. Cette dernière étant une technique très
complexe, nous travaillons présentement sur la mise au point des conditions
expérimentales (concentration des protéines, de l’anticorps, temps
d’incubation etc.), ce qui nous permettra de réussir avec succès cette
expérience.
111.2.4 Rôle des répétitions d’ankyrine dans la tétramérisation du canal
calcïque ECaC-TRPV5
Le ECaC-TRPV5 s’assemble en homotétramère afin de former un
canal qui est fonctionnel. Les sous-unités Œ des canaux potassiques voltage
dépendant forment des tétramères qui sont reliées par les domaines Ti des
N-terminaux. Jusqu’à présent le domaine responsable de la tétramérisation
de canal ECaC-TRPV5 n’a pas encore été élucidé. Nous avons voulu
déterminer si les répétitions d’ankyrine se trouvant dans le N-terminal du
canal pouvaient être impliquées dans la tétramérisation. Etant donné que le
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canal s’assemble avec 4 sous-unités identiques, il doit avoir une interaction
entre chaque sous-unité. Le système double-hybride a été utilisé afin de
vérifier s’il y a homodimérisation entre les entre les répétitions d’ankyrine
c’est à dire si les répétitions d’ankyrine interagissent entre elles.
Figure 21: Les répétitions d’ankyrine interagissent entre elles
L’activité -galactosidase obtenue après la co-transformation de pGBKT7-
ANK2-4(78-187) et pGADT7-ANK2-4(78-187) dans les levures AHJO9. Les
levures ont été cultivées sur un milieu SDI-TrpI-LeuI-His contenant du X-gal
(2Omg/ml dissous dans du dimethylformamide). (voir Matériel et Méthodes)
Les trois répétitions d’ankyrine ont été clonées dans les vecteurs
pGBKT7 (GAL4-BD) et pGADT7 (GAL4-AD) puis cc-transformées dans les
levures AHIO9 par la méthode d’acétate de lithium (LiAc). Les levures
transformantes ont été cultivées suc un milieu contenant du X-gal et
dépourvu en tryptophane, leucine et histidine. Lorsqu’il y a interaction, les
gènes rapporteurs HIS3 et MELI sont transcrits. Ainsi les levures survivent
dans un milieu dépourvu en histidine et deviennent bleues avec l’ajout de X
gal. C’est ce qui a été observé dans la figure 22, ce qui démontre que les
répétitions d’ankyrine interagissent entre elles et forment des homodimères.
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De ce fait, on peut supposer que les répétitions d’ankyrine peuvent être
impliquées dans l’assemblage des sous-unités de ECaC-TRPV5.
IV DISCUSSION
Le canal calcique épithélial ECaC-TRPV5 est impliqué dans la
réabsorption du calcium dans le tubule distal du rein. Le but principal de ce
travail était d’approfondir les connaissances sur les mécanismes
moléculaires impliqués dans la régulation de ECaC-TRPV5 par la
phosphorylation et par les interactions protéine-protéine. Pour ce faire, nous
avons étudié dans un premier temps, par mutagenèse dirigée et par
électrophysiologie, l’implication des sites consensus de phosphorylation par
la PKA et la PKC dans la modulation de l’activité de canal ECaC-TRPV5.
Ensuite, par des études de délétion d’ankyrine et d’immunobuvardage, le
rôle des répétitions d’ankyrine dans l’expression de ECaC-TRPV5 a été
étudié.
IV.1 La désensibilisatïon de ECaC-TRPV5 induit par le calcium implique
les sites consensus de phosphorylation par la PKC.
ECaC-TRPV5 est un canal cationique qui a une très haute
perméabilité pour les ions calciques mais il est également perméable aux
cations monovalents en absence de cations divalents. [53, 57, 58J Le canal
est constitutivement ouvert lorsqu’il est exprimé dans les cellules HEK-293 et
les ovocytes de Xenopus. Nilius et ses collaborateurs [90] ont rapporté par
des études électrophysiologiques en configuration « inside-out », que les
niveaux de courants mesurés varient avec la concentration de calcium libre
dans le bain ([Ca2J). Lorsque la concentration du calcium intracellulaire
augmente, les courants observés sont moins élevés. Autrement dit, l’entrée
du Ca2 via ECaC-TRPV5 augmente la concentration du Ca2 intracellulaire,
ce qui conduit à la désensibilisation du canal, Ils ont ainsi conclu que
l’activité de ECaC-TRPV5 est régulée par l’influx calcique à travers le canal.
En effet, nous avons observé une désensibilisation du canal suite à l’ajout de
calcium. La désensibilisation observée est un processus réversible sous nos
conditions expérimentales. Après 20 minutes de perfusion avec une solution
71
sans calcium + EGTA, ont réussit à enregistrer des courants normaux
(résultat non présenté). Étant donné nos conditions expérimentales, il
possible que la réserve d’ATP soit suffisante pour rephosphoryler le canal.
Cette désensibilisation dépendant du Ca2 peut être un mécanisme crucial
pour la régulation de ECaC-TRPV5 en conditions physiologiques.
Cependant, les mécanismes moléculaires responsables de la régulation
canal ECaC-TRPV5 dépendant du calcium ne sont pas connus.
Les canaux calciques dépendant du potentiel membranaire (Ca) de
type L (Ca1.2) et PIQ (Ca2.1) sont aussi régulés par le niveau de Ca2
intracellulaire. Cette modulation est médiée par la calmoduline (CaM). Cette
protéine de type EF qui lie à Ca2 est ubiquitaire chez les eucaryotes où elle
participe à des nombreux processus cellulaires. Elle module l’activité de
plusieurs canaux cationiques : elle déclenche I’inactivation des canaux
perméables au Ca2 et permet l’activation de certains canaux Kc8.
L’inactivation des canaux de type-L est très semblable à la désensibilisation
observée dans le canal ECaC-TRPV5. La calmoduline contient quatre
domaines de liaison au Ca2 (xEF-hand structure») repartis entre le N- et C-
terminal. Lorsque la concentration intracellulaire de Ca2 augmente, le
calcium se lie à la calmoduline, qui à son tour se lie au domaine de liaison de
la calmoduline des canaux. Cette liaison conduit à un changement
conformationel du canal, ce qui cause I’inactïvation des canaux Ca. Un motif
consensus de liaison de la calmoduline a été identifié au niveau de N- et C
terminal des canaux TRPV5 et TRPV6 [51, 52, 91]. Tout récemment l’équipe
de Lamberrs [92] a rapporté par la traduction in vitro et par la technique de
«GST-puII-down» (GST-CaM) que les canaux TRPV5 et TRPV6
interagissent avec la calmoduline et la surexpression de la CaM mutée (un
mutant dominant négatif de la calmoduline avec les quatre sites mutés,
D2OA + D56A +D93A + D129A, qui ne lie pas le calcium) diminue les
courants mesurés en Ca2 et Na du canal TRPV6. Cette observation a été
confirmée par des études de co-immunoprécipitation de TRPV6. En se
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basant sur ces résultats, les chercheurs proposent que la CaM est
probablement impliquée dans la régulation du canal TRPV6. Cependant, ils
ont aussi démontré que la co-expression de la CaM muté avec le canal
TRPV5 n’a aucun effet sur les courants mesurés. Des chimères ont été
créées en échangeant la partie N- et/ou C-terminal du canal TRPV6 par
ceile(s) du canal TRPV5. La comparaison de l’amplitude des courants des
différentes chimères suggère que la queue N-terminal du canal TRPV6
contribue à la régulation par le complexe calcium-calmoduline. Les auteurs
ont ainsi conclu que même si la CaM se lie au canal ECaC-TRPV5, elle n’a
aucun effet sur la régulation de ECaC-TRPV5. li faudra souligner que la
liaison de la CaM avec ECaC-TRPV5 n’a pas été confirmée par les
expériences de co-immunoprecipitation car la traduction in vitro ne permet
pas à la protéine d’acquérir sa conformation native étant donné que les
changements post-traductionnelles ne sont pas effectués. Mais il est quand
même intéressant que la calmoduline puisse se lier au ECaC-TRPV5 et n’a
aucun effet sur l’activité du canai. Nous avons aussi observé que la co
expression d’un mutant dominant négatif de la calmoduline n’a eu aucun
effet sur l’activité du canal ECaC-TRPV5. (Bernatchez et ai, non publié,
2000) Une observation similaire a été rapportée pour le canai Ca2.3 dont le
C-terminai lie la CaM in vitro mais dont la fonction n’est pas modulée par la
calmoduline.[93J
ECaC-TRPV5 contient dans sa structure primaire des sites consensus
de phosphorylation par la PKA et la PKC. Étant donné que la CaM ne
semble pas être impliquée dans la régulation du canal ECaC-TRPV5, nous
avons étudié le rôle de la phosphorylation dans la désensibilisation du canai.
Notre objectif était de vérifier si l’état de phosphorylation de la protéine était
relié à la désensibilisation du canal. Dans un premier temps, des mutations
en alanine ont été créées sur les résidus sérine correspondant aux sites
consensus de phosphorylation par la PKC afin d’empêcher toute
phosphorylation du canal. Étant donné que nous mesurons l’activité
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fonctionnelle de ECaC-TRPV5 par électrophysiologie (par opposition à des
mesures de protéines totales en immunoblots), l’absence de phosphorylation
par la PKC de ECaC-TRPV5 aurait pu conduire à deux résultats
expérimentaux. Soit que le canal déphosphorylé est inactif ou soit que le
canal déphosphorylé montre des courants normaux avec une cinétique plus
rapide de désensibilisation ou soit que ça n’a aucun effet.
Les résultats obtenus appuient la deuxième hypothèse. En effet
lorsque tous les sites de phosphorylation sont mutés en alanine, le canal se
désensibilise 12 fois plus rapidement que le canal sauvage. Étant donné que
le canal ne pourra pas être phosphorylé, il passe donc moins de temps à
l’état actif, de ce fait, on enregistre des courants plus petits. Dans nos
expériences, nous mesurons des courants macroscopiques, il sera donc
intéressant de faite les expériences en canal unitaire afin d’évaluer l’effet
direct de la phosphorylation sur le canal. En se basant sur ces observations
nous proposons que ECaC-TRPV5 est phosphorylé par la PKC à l’état initial
et cette phosphorylation prévient la désensibilisation, c’est à dire qu’elle
maintient le canal dans un état actif jusqu’à ce que l’augmentation du
calcium intracellulaire via ECaC-TRPV5 conduise à la déphosphorylation des
résidus sérine, ce qui désensibilise le canal. L’équipe de Bhave [94] a obtenu
des résultats similaires avec le canal TRPV1. Ils ont démontré que le canal
TRPV1 (VR1) est activé par la PKA et cette phosphorylation empêche la
désensibilisation du canal. Le canal TRPV1, le récepteur à la vanilloïde, est
activé lorsqu’il est exposé à la capsaïcine. Les auteurs démontrent que cette
activation est médiée par la PKA. Suite à l’incubation des cellules
transfectées avec le TRPVI, par un analogue de I’AMPc, le 8Br-cAMP
(I’AMPc est impliquée directement dans l’activation de la PKA) le canal
TRPVI devient actif. En effet, les auteurs démontrent que le canal non
phosphorylé n’est pas actif tandis que le canal phosphorylé est actif. Par des
études de phosphorylation in vitro avec le marqueur radioactif 32P, ils ont mis
en évidence le rôle du résidu S116 dans la régulation de la désensibilisation
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du canal TRPV1. La mutation S1I6A conduit à une désensibilisation plus
rapide par rapport au canal sauvage. Étant donné que la désensibilisation
de ECaC-TRPV5 implique les sites de phosphorylation, l’étape suivante sera
d’identifier, quel(s) résidu(s) sont spécifiquement impliqués dans ce
processus. Pour ce faire, chaque mutant alanine sera testé individuellement.
Il faudra ensuite, évaluer le niveau de phosphorylation du canal avant et
après les mutations par des expériences d’immunobuvardage. En effet, nous
avons déjà fait un immunoblot de type Western avec un anticorps dirigé
contre les résidus sérine phosphorylés (anti-phosho-sérine) de ECaC-TRPV5
pour voir si le canal est phosphorylé à l’état initial. Cependant, les résultats
se sont avérés non concluants car l’anticorps utilisé n’était pas très
spécifique. Nous avons récemment acheté un nouvel anticorps anti
phospho-sérine plus spécifique qui nous permettra de poursuivre nos
expériences.
Si on analyse la figure 15 sans tenir compte des résultats obtenus par
Jean et al. 2002, on voit que la phosphorylation modifie la désensibilisation
du canal dépendant du calcium. Par contre si on compare avec les résultats
obtenus par Jean et al. 2002, on suggère que la désensibilisation n’est pas
influencée par la phosphorylation par la PKC. Étant donné que ce sont des
résultats préliminaires, cette partie de la discussion demeure très
spéculative. Nous voudrons répéter ces expériences avant de pouvoir arriver
à une conclusion surtout que les vitesses de désensibilisation sont très
dépendantes de la vitesse de perfusion.
Par la suite, l’implication des sites consensus de phosphorylation par
la PKA dans le processus de désensibilisation sera aussi étudiée. En effet, la
mutation en alanine des deux sites consensus de phosphorylation a déjà été
effectuée et les propriétés biophysiques des mutants individuels sont testées
(figure 13). lI reste à combiner les deux mutants et évaluer l’effet sur la
désensibilisation.
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Finalement, il faudra réaliser des mutations en aspartate des sites de
phosphorylation. Le canal sera de cette façon dans un état constitutivement
phosphorylé. Ainsi si notre hypothèse s’avère exacte, c’est-à-dire le canal
fonctionnel est phosphorylé, le canal muté en aspartate restera dans un état
constitutivement actif et ne se désensibilisera pas avec l’ajout de calcium. De
cette façon on pourra affirmer que l’augmentation intracellulaire de calcium
via ECaC-TRPV5 active des phosphatases dépendant du calcium (ex
calcineurine) qui à leur tour viennent déphosphoryler le canal, ce qui conduit
au désensibilisation du canal.
IV.1.1 Implication de la calcineurine dans le processus de désensibilisation
Les phosphatases jouent un rôle important dans divers processus
cellulaires. Ce sont des métaloenzymes qui catalysent la déphosphorylation
de leur substrat en une étape. Les protéines phosphatases sont une famille
composé de plusieurs classes (PP1, PP2A, PP2B, PP2C, PP4, PP5, PP6 et
PP7) présentant un domaine de phosphatase commun et se distinguant de
par leur spécificité aux substrats. Dans un article publié récemment, il est mis
en évidence que proposent que la calcineurine [95] pourrait être impliquée
dans la désensibilisation du canal TRPVI. Dans des études antérieures, il a
été démontré que l’incubation de TRPV1 avec les inhibiteurs de la
calcineurine réduit considérablement la désensibilisation. La protéine
phosphatase lIE (calcineurine) est une protéine sérine/thréonine
phosphatase activée par l’augmentation des niveaux de calcium
intracellulaire. C’est une enzyme dimérique composée d’une sous-unité
catalytique et d’une sous-unité régulatrice. La sous-unité catalytique est
activée par la liaison du complexe Ca2/CaM. La calcineurine est présente
dans le cerveau, dans tous les types de muscles et dans le rein [96]. En se
basant sur ces données théoriques, nous proposons que la calcineurine
pourrait être responsable de la déphosphorylation de la protéine ECaC
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TRPV5 suite à l’augmentation de calcium intracellulaire via le canal. Ce
processus pourrait être déterminant dans le contrôle de l’homéostasie
calcique dans les cellules épithéliales/rénales là où ECaC-TRPV5 est
exprimé. Comme nous l’avons mentionné précédemment, la calmoduline
interagit avec le canal ECaC-TRPV5, (même si l’interaction reste à
confirmer) mais n’a pas un effet direct sur la désensibilisation. Etant donné
que la phosphatase calcineurine doit être liée au complexe Ca2-CaM pour
être actif, l’interaction entre ECaC-TRPV5 et la calmoduline pourrait résulter
de la liaison du complexe caIcineurine-Ca2-CaM. Ce qui suggère que la
calmoduline peut être indirectement impliquée dans la désensibilisation qui
dépend du calcium. La déphosphorylation de la protéine-canal par la
calcineurine-Ca2-CaM pourrait être initiée par la liaison de la calmoduline
sur ECaC-TRPV5.
II serait aussi intéressant de démontrer l’implication des phosphatases
dans la désensibilisation du canal ECaC-TRPV5 à l’aide d’inhibiteurs des
phosphatases qui sont perméables à travers la membrane cellulaire. Si
notre hypothèse s’avère, la pré-incubation des cellules avec des inhibiteurs
de phosphatases (l’acide okadaïque) devra prévenir la désensibilisation. Cet
effet pourrait être observé aussi par la pré-incubation avec des agonistes de
la PKC (TPA) qui produisent l’état phosphorylé.
IV.2 La délétion des répétitions d’ankyrine empêche l’expression
fonctionnelle de ECaC-TRPV5
Dans la deuxième partie du projet, le rôle des répétitions d’ankyrine a
été étudié. Les répétitions d’ankyrine sont présentes dans le N-terminal du
canal ECaC-TRPV5. Très souvent les répétitions d’ankyrine sont impliquées
dans les interactions protéine-protéine. Nous avons voulu déterminer le rôle
des répétitions d’ankyrine dans l’activation de ECaC-TRPV5. La délétion de
ANK2, ANK2-3 et ANK2-4 génèrent des canaux non-fonctionnels. La
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délétion de ANK1 n’a pas été réalisée car jusqu’à tout récemment on pensait
qu’il y avait seulement 3 répétitions d’ankyrine dans le N-terminal du canal.
L’analyse de la séquence de la partie N-terminal à l’aide d’un programme
informatique (www.scansite.com) nous a permis de constater la présence
d’une autre ankyrine (ANKI) ce qui fait un total de quatre répétitions
d’ankyrine. [97]
Nos résultats indiquent que ce motif dans le N-terminal du canal
ECaC-TRPV5 est essentiel pour l’expression fonctionnelle du canal. Les
études en immunobuvardage montrent une importante diminution de
l’expression membranaire du canal après la délétion de ANK2-4. Nous avons
essayé de démontrer ce résultat par immunofluorescence, par contre
l’anticorps c-myc, utilisé pour les expériences immunologiques, n’étant pas
très spécifique, les résultats se sont avérés non-concluants.
Nos résultats peuvent nous amener à l’hypothèse suivante la
délétion de ANK2-4 empêche l’homotétramérisation en créant des
changements au niveau de la structure tertiaire de la protéine.
lV3 Les répétitions d’ankyrine sont essentielles pour la tétramérisation
de ECaC-TRPV5
Un article publié sur les canaux HCN (hyperpolarization-activated
cyclic nucleotide-gated) [98] nous a conduit à faire l’expérience sur
l’interaction des répétitions d’ankyrine avec le système de double hybride.
Dans cette étude, l’équipe de Accilli a suggéré que le N-terminal de ce canal
est important pour son assemblage et son expression fonctionnelle. Comme
nous l’avons observé pour ECaC-TRPV5, la délétion d’une région conservée
dans la partie N-terminale diminue considérablement les courants
macroscopiques. Les auteurs proposent donc un rôle pour cette région dans
l’assemblage des sous-unités et dans le ciblage vers la membrane
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cytoplasmique. Des expériences effectuées en immunofluorescence ont en
effet indiqué une diminution de la densité des canaux exprimés à la surface
cellulaire suite à la délétion de la partie N-terminale. Le système double-
hybride leur a permis de suggérer que la partie N-terminale de la protéine
interagit avec elle-même.
Étant donné que les répétitions d’ankyrine sont situées dans la partie
N-terminale du canal et qu’elles sont conservées dans les canaux de type
TRPV, nous avons testé la même hypothèse dans le système double hybride
avec le canal TRPV5. Les résultats obtenus démontrent que les répétions
d’ankyrine dans le N-terminal du canal calcique ECaC-TRPV5 interagissent
ensemble. Par analogie avec les canaux ioniques à 6 segments TMs, on
peut supposer que ECaC-TRPV5 est un canal qui est fonctionnel sous forme
de tétramère donc les répétitions d’ankyrine pourraient être impliquées dans
la tétramérisation. Le canal potassique de type Shaker est formé de quatre
sous-unités UL qui s’assemblent pour former une protéine-canal dans la
membrane cytoplasmique. Le domaine TI situé dans le N-terminal du canal
Shaker est responsable de cet assemblage. Cette région qui permet la
compatibilité des polypeptides pour l’assemblage du canal Shaker a été
identifiée par des études de liaisons in vitro avec des chimères qui
possèdent un N-terminal tronqué à différents endroits. [99] lI a été démontré
que la délétion de ce domaine diminue considérablement l’expression
fonctionnelle du canal, car après 44 heures, aucun courant n’est enregistré
tandis qu’avec le canal sauvage on observe des courants seulement après
24 heures de l’injection de l’ARNm [7001. La co-injection d’un «domaine
artificiel de tétramérisation» rétablit l’assemblage de canaux fonctionnels.
Jusqu’à présent aucune étude n’a été effectuée concernant
l’assemblage des sous-unités de la protéine ECaC-TRPV5. Tout récemment
l’équipe de Niemeyer [101] a analysé les queues N- et C-terminal afin de
trouver la région responsable dans l’homotétramérisation du canal TRPV6.
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Ils ont détecté que l’extrémité N-terminal («full length») interagit avec elle-
même mais aucune interaction n’a été détectée au niveau du C-terminal.
Étant donné que six répétitions d’ankyrines se trouvent au niveau du N
terminal de la protéine canal, ils ont mis l’accent sur l’étude de ce motif. Par
la suite, la partie N-terminale a été divisée en petits fragments afin d’identifier
la région minimale impliquée dans cette interaction. L’équipe de Niemeyer, a
ainsi rapporté que l’ANK3 de TRPV6 est impliqué dans l’assemblage des
sous-unités. En effet, ce groupe a démontré par des études de co
immunoprécipitation que la délétion de l’ANK3 diminue considérablement
l’expression de TRPV6 et par le système double hybride chez la bactérie, ils
ont démontré que seul ANK 3 est suffisant pour l’assemblage des sous-
unités de TRPV6. Il a été mis en évidence dans notre laboratoire que le
résidu D542 est impliqué dans la perméabilité du calcium [53] et la mutation
D542A diminue les courants mesurés en calcium. La co-expression du canal
muté (TRPV6-D542) avec le canal sauvage (TRPV6) diminue de moitié des
courants normalement enregistrés avec le canal sauvage seul. Cette
observation s’explique par l’assemblage des sous-unités du canal muté avec
le canal sauvage pour former le canal tétramérique fonctionnel. Les
chercheurs ont par la suite crée la délétion de ANK3 sur le canal TRPV6-
D542A. La co-injection de TRPV6-D542A-MNK3 avec le canal sauvage
TRPV6 rétablit le niveau normal des courants car le canal muté (TRPV6-
D542A) ne pourra plus s’assembler avec le canal sauvage à cause de la
délétion de ANK3. Ce résultat confirme l’implication de ANK3 dans
l’assemblage des sous-unités du canal TRPV6. Afin d’étudier la localisation
de la protéine TRPV6 et TRPV6-AANK3, des expériences de
immunofluorescence ont été effectuées. À cause d’un signal fluorescent très
élevé détecté au niveau du réticulum endoplasmique et de l’appareil de
Golgi, le niveau d’expression n’a pas pu être évalué. Cependant, les
expériences de biotinylation à la surface cellulaire montrent que le canal
sauvage TRPV6 et TRPV6-MNK3 sont tous les deux exprimés à la surface
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cellulaire. II serait intéressant de déterminer le niveau d’expression des
protéines TRPV6 et TRPV6-MNK3 et de quantifier le résultat.
Nous avons aussi fais des expériences de «rescue» en co-exprimant
le canal TRPV5-MNK (78-187) soit avec le CaT2 ou soit avec TRPV5-
C556S en évaluant la sensibilité au MTSET. Les canaux CaT2 et TRPV5-
C556S ne sont pas sensibles au MTSET. Lorsqu’il y a co-assemblage entre
les monomères ECaC-TRPV5 et CaT2 (ou TRPV5-C556S) afin de former un
canal tétramerique, on peut observer une sensibilité au MTSET. Cependant
nous n’avons pas observé de changement avec la co-expression de CaT2
(ou TRPV5-C556S) et TRPV5-MNK, il n’y avait pas de sensibilité au
MTSET. Étant donné que les répétitions d’ankyrines étaient délétées, il n’y a
sûrement pas eu de co-assemblage entre le CaT2 (ou TRPV5-C556S) et
TRPV5-MN K.
Toutes ces études et analyses appuient notre hypothèse de départ
indiquant la possibilité que les répétitions d’ankyrine soient impliquées dans
la tétramérisation.
Toutefois, de nombreuses erreurs/omission ont été relevées dans cet
article. L’origine de la préparation des protéines n’est pas indiquée. En effet,
les résultats peuvent varier énormément si on compare une préparation
membranaire à une préparation de lysats totaux. Un autre problème est
relevé au niveau de la taille des protéines. En effet, la taille de la protéine
TRPV6 varie beaucoup d’une figure à une autre. Les auteurs expliquent
cette différence par le processus de glycosylation. Il est vrai que la
glycosylation change le poids moléculaire de la protéine mais il aurait fallu
déterminer la taille de la protéine TRPV6 glycosylée (exprimée in vivo), la
protéine TRPV6 non-glycosylée (in vitro) et la taille théorique des délétions et
par la suite commenter les résultats. La glycosylation étant une modification
post-traductionnelle, elle n’est pas effectuée lorsqu’on exprime la protéine in
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vitro. Alors on obtient une bande de taille moins élevée par rapport à la
protéine traduite dans les cellules.
Des études antérieures ont montré que les canaux de la même famille
peuvent se co-assembler. En 2003, le laboratoire du Bindels [52] a montré
par des études de co-immunoprécipitation, que les canaux calciques
épithéliaux TRPV5 et TRPV6 forment des homotétramères et des
hétérotétramères lorsqu’ils sont exprimés seul ou ensemble dans les
ovocytes de Xénopus. Donc étant donné que ces canaux peuvent former
des hétérotétraméres et que l’ANK3 est impliqué dans l’assemblage des
sous-unités de TRPV6, cette ankyrine est sûrement importante pour la
tétramérisation de ECaC-TRPV5 aussi.
Des analyses de séquences d’acides aminés démontrent que le canal
ECaC-TRPV5 présente un haut pourcentage d’homologie avec le canal
TRPV6 au niveau des répétitions d’ankyrine 2,3 et 4.
V5-ANK1 RDSPLLQAAKENDLRLLKILLLNQSCDFQQR
V6-ANK1 1W ES P L L L A A K D N D V Q A L N K L L K Y E D C KV H Q
V5-ANK2 VGETALHVAALYDNLEAATLLMEAAPELAKE
V6-ANK2 MGETALHIAALYDNLEAAMVLMEAAPELVFE
V5-ANK3 VGQTALHIAVMNQNLNLVRALLARGASVSAR
V6-ANK3 EGQTALHIAVVNQNMNLVRALLARRASVSAR
V5-ANK4 YGEHPLSFAACVGSEEIVRLLIEHGADIRAQ
V6-ANK4 FGEHPLSFAACVNSEEIVRLLIEHGADIRAQ
Dans nos résultats, nous avons démontré que la délétion de ANK2-4, ANK2-
3 et même que la seule délétion de ANK2 de ECaC-TRPV5 (figure 19) abolit
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les courants mesurés. Nous proposons ainsi que l’ANK2 de ECaC-TRPV5
est aussi importante pour l’assemblage des sous-unités du canal ou le
repliement correct de la protéine.
Nous avons essayé de confirmer l’interaction entre les répétitions
d’ankyrine de ECaC-TRPV5 (homodimérisation) par des expériences in vitro.
Les répétitions d’ankyrine (ANK2-4) ont été traduites in vitro avec le
marqueur 35S-méthionine et ont été incubées avec les préparations de
protéines de ECaC-TRPV5 sauvage et ECaC-TRPV5-MNK2-4 transférées
sur une membrane de nitrocellulose. On s’attendait à obtenir une bande au
niveau de ECaC-TRPV5 sauvage et aucune bande pour ECaC-TRPV
MNK2-4 étant donné que les répétitions d’ankyrine sont délétées. Par
contre nos résultats se sont avérés non-concluants car contrairement aux
motif de type SH2 dont l’interaction s’effectue au niveau de la structure
primaire, l’interaction avec les répétitions d’ankyrine est réalisée au niveau
de la structure tertiaire de la protéine. Étant donné que la traduction in vitro
ne permet pas à la protéine d’acquérir sa structure tertiaire, cette interaction
ne pourra pas être réalisée.
lV.4 Protéines qui interagissent avec le canal ECaC-TRPV5
Nous avons identifié par la méthode double-hybride, plusieurs
protéines capables d’interagir avec le canal ECaC-TRPV5 via les répétitions
d’ankyrines (tableaux Il et III) et nous avons confirmé certaines de ces
interactions pat immunobuvardage (figure 20). Par contre, l’interprétation de
ces résultats est compliquée, Il faudra rappeler que le séquençage des
clones continue car il reste encore environ 270 clones non-identifiés qui
peuvent coder pour des protéines d’intérêt physiologique. Nous n’avons
proposé aucune hypothèse en qui concerne des deux protéines
(aminoacylase I et adénylate kinase I). L’aminoacylase I est une
métalloenzyme homodimérique qui est impliquée dans l’hydrolyse des acides
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aminés N-acetylés ou N-acylés. C’est une des enzymes les plus abondantes
dans la région corticale du rein. Alors nous pensons que cette protéine
intervient probablement lors des modifications post-traductionnelles de
ECaC-TRPV5 afin de permettre au canal d’acquérir sa conformation native.
En effet, plusieurs canaux contiennent des sites consensus de N-acétylation
dans régions cytoplasmiques. Il a été démontré par des études de traduction
in vitro en présence de [3HJacetyl-C0A, que le canal potassique Kir 2.1 est
acétylé [102]. Les auteurs proposent que ce processus permet possiblement
à la protéine de former une structure fonctionnelle au niveau de la membrane
du réticulum endoplasmique avant son insertion dans la membrane
cytoplasm iq ue.
En ce qui concerne l’adénylate kinase, cette enzyme catalyse la
transformation de l’ATP en ADP, [103] ce qui permet aux canaux KATp de
s’ouvrir.[104] Nous ne savons pas encore quel est le rôle de l’interaction de
l’adénylate kinase avec ECaC-TRPV5 sur la fonction du canal. Nous ne
savons pas si la présence d’ATP joue un rôle dans l’activation du canal
ECaC-TRPV5. Alors, en se basant sur l’article de Brochiero E. et aI, 2000,
[104] nous avons incubé les oeufs injectés avec le canal ECaC-TRPV5, avec
l’acide iodoacétique (5mM) qui inhibe la glycolyse. Cependant les résultats
obtenus n’ont pas été concluants mais il sera intéressant de refaire en
variant la concentration et le temps d’incubation avec l’acide iodoacétique.
En fait, nous nous attendions à identifier des protéines de
cytosquelette interagissant avec les répétitions d’ankyrine de ECaC-TRPV5
car l’ankyrine pourrait constituer un lieu d’ancrage du canal ECaC-TRPV5 au
cytosquelette. Nous souhaitons trouver une des protéines composantes du
cytosquelette lors du séquençage des clones restants.
V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
L’entrée du calcium à l’intérieur des cellules épithéliales de différents
tissus se fait surtout à travers les canaux de type TRP tel que le canal
calcique ECaC-TRPV5. Le rôle de ce canal calcique épithélial est de
permettre la réabsorption du calcium dans les cellules polarisées du tubule
distal de rein, réabsorption qui se fait selon un processus transcellulaire. La
régulation fine de réabsorption du calcium est sous l’influence d’hormones
dont la vitamine D3, la calcitonine et la PTH, au niveau du tubule distal. Nous
avons déjà essayé de caractériser la régulation du canal ECaC-TRPV5 par
la PTH (durant mon projet de stage). L’influx calcique a été mesuré sur des
cellules en culture exprimant ECaC-TRPV5 seul et a été comparé aux
réponses calciques obtenues sur les cellules stables hPTHr-ECaC-TRPV5
après la stimulation par la PTH. Les réponses obtenues avant et après la
stimulation par la PTH n’ont pas montré une grande différence, nous n’avons
donc pas pu apporter une conclusion.
Le principal objectif du présent travail de recherche consistait à
caractériser au niveau moléculaire la régulation du canal calcique ECaC
TRPV5 par la phosphorylation et par des interactions protéines-protéines
avec les répétitions d’ankyrine.
Nos résultats obtenus suite à la caractérisation électrophysiologique
du canal calcique épithélial ECaC-TRPV5 dont tous les sites consensus de
phosphorylation par la PKC sont mutés en alanine, indiquent que l’état
phosphorylé de la protéine-canal est impliqué dans le processus de
désensibilisation. En effet, nous avons proposé que le canal ECaC-TRPV5
est constitutivement phosphorylé par la PKC dans les systèmes
hétérologues et l’influx calcique déclenche l’activation des phosphatases
endogènes.
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Les expériences effectuées en immunobuvardage démontrent que la
délétion des répétitions d’ankyrine diminue l’expression membranaire du
canal et la délétion de ANK2 est suffisante pour inhiber l’expression
fonctionnelle du canal. Finalement, nous avons démontré avec le système
double hybride dans la levure, que les répétions d’ankyrine du canal ECaC
TRPV5 interagissent ensemble, ce qui suggère qu’elles pourraient jouer un
rôle dans I’homotétramérisation.
Dans les expériences ultérieures, nous voudrons déterminer laquelle
des répétitions d’ankyrine est spécifiquement impliquée dans l’assemblage
des sous-unité. L’ANK3 est responsable de la homotétramérisation du canal
TRPV6, cependant, nous pensons que l’ANK2 du canal TRPV5 est aussi
importante pour l’association des monomères.
L’étude sur la modulation du canal ECaC-TRPV5 pourrait permettre
de faire la lumière sur certains désordres reliés à l’homéostasie calcique, tels
que l’hypercalciurie idiopathique, l’ostéoporose et la malabsorption calcique
reliée à l’âge. Plusieurs interrogations à propos du canal calcique ECaC
TRPV5 demeurent toujours sans réponse. De futures analyses sur le canal
vont certainement permettre une meilleure compréhension de l’homéostasie
calcique chez les mammifères et ainsi cibler les approches
pharmacologiques qui permettront de corriger les désordres rénaux de la
réabsorption calcique.
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VILANNEXE
Contribution de l’étudiante au projet de maîtrise:
SECTION 111.1 : Les sites de phosphorylation
• Mutagenèse dirigée: création des mutations simples et multiples des
sites de phosphorylation
• La synthèse d’ARN et l’injection dans les oeufs
• Les enregistrements électrophysiolog iq ues
SECTION 111.2 : Les répétitions d’ankyrine
• Mutagenèse dirigée : création des sites NheI
• Construction des délétions d’ankyrine dans le vecteur pT7TS et
pCMVTag5
• La synthèse d’ARN et l’injection dans les oeufs
• Les enregistrements électrophysiologiques
• Culture cellulaire et transfection des cellules HEK
• Préparation membranaire des ovocytes et des cellules HEK et les
lysats totaux des cellules HEK
• L’immunobuvardage de type «Western blot»
• Traduction in vitro avec le marqueur 35S-méthionine
SECTION 111.2.3 : Interaction protéines-protéines, le système double hybride
• Les constructions pour le double hybride et le sous-clonage dans les
vecteurs pGBKT7 et pGADT7
• Mise au point la technique de double hybride
• La transformation des levures et le criblage de la librairie rénale
• Analyse des clones obtenus : extraction de l’ADN des levures
• Extraction des protéines de levures et les Western-blots
Contribution des collègues au projet:
• Dr Hélène klein a initialement sous-cloné le canal ECaC dans le
vecteur pT7TS en 1999
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• Yolaine Dodier a sous-cloné le canal ECaC dans le vecteur
pCMVTag5 en 2002.
